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= ABSTRACT

SjOgren's syndrome (SS) is a chronic inflammatory disease with major im-
munological features that include infiltration of salivary and lacrimal glands
by CD4+ T cells and B cells, the presence of autoantibodies to nucleoproteins
and its genetic predisposition linked to the HLA region.

It's diagnosis can be made using different criteria approved by WHO.

Recent advances in the field of genetic therapy opens new perspectives for
the treatment of SS — the use of genes encoding for anti-inflamatory cytokines
is being studied.

= RESuUMO

O sindrome de SjOgren (SS) é uma doenca inflamatoria cronica caracterizada
por patologias imunoldgicas como a infiltracdo das glandulas salivares e la-
crimais por linfécitos T CD4+ e linfécitos B, pela presenga de autoanticorpos
anti-nucleares e por uma predisposicao genética ligada a regiao HLA.

O seu diagnostico usa diferentes critérios aprovados pela OMS.

Recentes avangos no campo da terapia genética abrem novas perspectivas no
tratamento da doenca: o uso de genes codificadores de citoquinas anti-infla-
matorias tem sido estudado.

« INTRODUCAO

Em 1888, J. Mikulicz descreveu pela primeira vez aspectos clinicos deste sin-
drome, tendo sido mais tarde H. Gougerot e H. Sjogren, os principais respon-
sdveis pela sua caracterizacdo, e s6 em 1953 o termo Sindrome de Sjogren
foi adoptado (Manoussakis and Moutsopoulos, 2000). Contudo, ainda hoje
em dia, sdo frequentes as dificuldades no seu diagnostico, principalmente
quando ndo ocorre uma expressao clinica aparente. Como tal, os critérios
de diagnosticos tém sido continuamente alterados, o que leva a que a sua
incidéncia venha reportada em diversas literaturas com uma variagao desde
1/1000 a 1/100. Tal discrepancia reflecte os diferentes critérios de classifica-
¢do (Robert, 1994). Sendo maior a incidéncia em mulheres (90%) nomeada-
mente na faixa etaria dos 40-60 anos pode, também, aparecer em criangas e
adolescentes (Manoussakis and Moutsopoulos, 2000; Al-Hashimi, 2001).

Trata-se de uma doenga auto-imune que, assim como o Lupus Eritematoso
Disseminado (LED), a Artrite Reumatoide e a Esclerose Multipla, sur-
ge quando existe uma falha nos mecanismos de tolerancia do organismo,
resultando numa resposta agressiva contra o proprio, com a formagdo de
auto-anticorpos (Parslow et al., 2001). Partindo desta defini¢do, as doencas



auto-imunes classificam-se dentro de um espectro em que numa extremi-
dade se encontram as doencgas auto-imunes “especificas de 6rgao” como a
doenca de Hashimoto, e na outra as sistémicas, em que nao ha lesdes espe-
cificas de um orgdo (LED). O SS ¢ prioritariamente uma lesdo localizada
envolvendo as glandulas lacrimais e as glandulas salivares, mas frequente-
mente integrado num quadro de doenca sistémica (Roitt, 1994).

As principais manisfestacdes desta patologia sdo disfung¢des glandulares
exocrinas: lacrimais (xeroftalmia) e salivares (xerostomia). Esta Gltima ma-
nifestacdo ¢ da maior relevancia no que a Medicina Dentaria diz respeito,
uma vez que ela sera a causa de outros sinais € sintomas secundarios que se-
rao descritos posteriormente; também devido a estas manifestagdes e impli-
cacdes orais 0 médico dentista tem um papel essencial ndo s6 no diagnodstico
mas também no tratamento da doenca (Kassan, 1998).

A etiologia do SS permanece desconhecida embora se pense que seja multi-
factorial, envolvendo factores ambientais e genéticos dos quais se reconhece
uma associacao com os alelos leucocitarios humanos HLA I e II. A imuno-
modula¢do do sindrome estd, actualmente, dependente dos avangos feitos ao
nivel da imunologia e terapia genética, tendo em conta a multipla heteroge-
neidade de etnias envolvidas (Kassan, 1998).

IMUNOPATOLOGIA DAS GLANDULAS SALIVARES

Uma das hipdteses quanto as causas do SS ¢ a infecgao virica, sendo fre-
quente a sua associa¢do em pacientes com Hepatite C ou Herpesvirus, in-
fecgdes estas que irdo conduzir a alteracdes do comportamento imunolégico,
com estabelecimento dos sintomas revistos na literatura (Fox, 1994).

O SS pode-se desenvolver na auséncia (SS primario) ou presenga (SS secun-
dario) de outras doencas auto-imunes. Nos pacientes com SS, a diminui¢do
do fluxo das glandulas salivares e lacrimais deve-se a infiltrados linfocitarios
com destruicao epitelial (Manoussakis and Moutsopoulos, 2000). Uma vez
que as células dendriticas sdo conhecidas como as “profissionais” apresen-
tadoras de antigénio (APCs) as células T naive, estas tem sido implicadas na
patogenese do SS, estando no centro de uma quebra de tolerancia a linfoci-
tos auto-reactivos (Cravens and Lipsky, 2002).

As células que compdem o infiltrado das glandulas salivares sdo predomi-
nantemente células T, CD4" e, numa menor percentagem, CD8" (Fox, 1995).
Estes linfocitos T formam 80% do infiltrado sendo os restantes 20% com-
postos por linfécitos B e plasmocitos (Yamano and Baum, 2000). Os lin-
focitos TCD4+ sdo caracteristicamente CD45+RO (memoria) embora nao
totalmente activos (Yamamoto, 2003).

A percentagem de macréfagos e células Natural Killer (NK) ¢ irrelevante;
as células epiteliais destes pacientes expressam principalmente citoquinas
como IL-1a e IL-6, proto-oncogenes (c-myc), autoantigenes ¢ moléculas de
co-estimulacao-B7.1, B7.2 (Tapinos et al., 1998).



A destrui¢ao posterior, por este infiltrado linfocitario, das glandulas esta
associada a apoptose das células epiteliais (figura 1). A apoptose pode ser
induzida por linfécitos TCD8+, pela libertacao de perforinas e granenzimas
ou pela activagdo directa da molécula Fas, e possui um papel relevante nos
individuos com SS. Nestes pacientes foi observada uma modulagdo anor-
mal dos genes inibidores e indutores da apoptose- Bcl-2 e Bax nas células T
CD8+ (Manganelli and Fietta, 2003).

Estudos recentes dividem a ocorréncia de SS em 2 fases: a primeira inde-
pendente da apoptose e exclusivamente marcada pelo aumento do infiltrado
linfocitario, e uma segunda em que a apoptose das células glandulares ¢
evidente causando maiores disfun¢des e, eventualmente, o aparecimento de
linfomas (Brochers et al., 2003). Pacientes com SS apresentam um risco 44
vezes superior de os desenvolverem, e um em cada cinco pacientes morre
em consequéncia deste tipo de cancro.

A concentrag¢ao anormal de linfocitos B em relacao aos linfocitos T € notada
na parotida, enquanto que, ao nivel periférico, as células B memoria pare-
cem depletadas (Dorner and Lipsky, 2002); este desiquilibrio na homeosta-
sia das células B ndo provoca “danos” visiveis na produgdo de Igs e no seu
repertorio (Dorner et al., 2002).

Para além das células mencionadas, no soro ¢ detectada a presenca de au-
toanticorpos anti-nucleares, anti-SS-A e anti-SS-B, estes muitas vezes
associados com patologias secundérias ndo especificas e produgdo de me-
taloproteinases que se relacionam com o sistema neuroendocrino (Fox and
Stern, 2002); a presenga destes anticorpos antinucleares e também do Factor
Reumatoide (FR) estara correlacionada com o desenvolvimento precoce de
sintomas clinicos extraglandulares, tumefac¢do da parétida por maior infil-
trado inflamatdrio com predominio linfocitario (Mavragani et al., 2000).

Apesar da etiologia multifactorial do SS, ¢ reconhecida pela OMS (Rhodus,
1999), ndo s6 a sua associacao ao HLA Classe I e II como também com o
marcador genético HLA-DR4 e um aumento da frequéncia alélica dos ge-
nes TAP1 e TAP2 (Fox et al., 1999).
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Di1AGNOSTICO

O Médico Dentista tem um papel marcante na deteccao desta patologia, sen-
do ele quase sempre o primeiro profissional de saude a diagnosticar a do-
enca. A fungdo comprometida das glandulas salivares expde estes doentes a
um maior risco de desenvolvimento de caries (Wu, 2003). No entanto, um
correcto diagndstico deste sindrome requer a avaliagdo clinica completa por
observacao do doente como através de exames complementares e eventual-
mente por mais do que um especialista (oftalmologista e reumatologista por
exemplo).

1. Ocular symptoms: a positive response to at least one of the following questions:
1. Have you had daily, persistent, troublesome dry eyes for more than 3 months?
2. Do you have a recurrent sensation of sand or gravel in the eyes?

3. Do you use tear substitutes more than 3 times a day?

II. Oral symptoms: a positive response to at least one of the following questions:
1. Have you had a daily feeling of dry mouth for more than 3 months?

2. Have you had recurrently or persistently swollen salivary glands as an adult?
3. Do you frequently drink liquids to aid in swallowing dry food?

III. Ocular signs—that is, objective evidence of ocular involvement defined as a positive result for at
least one of the following two tests:

1. Schirmer’s I test, performed without anaesthesia (<5 mm in 5 minutes)

2. Rose bengal score or other ocular dye score (>4 according to van Bijsterveld’s scoring system)

IV. Histopathology: In minor salivary glands (obtained through normal-appearing mucosa) focal
lymphocytic sialoadenitis, evaluated by an expert

histopathologist, with a focus score >1, defined as a number of lymphocytic foci (which are adjacent to
normal-appearing mucous acini and contain

more than 50 lymphocytes) per 4 mm?2 of glandular tissuel8

V. Salivary gland involvement: objective evidence of salivary gland involvement defined by a positive
result for at least one of the following

diagnostic tests:

1. Unstimulated whole salivary flow (<1.5 ml in 15 minutes)

2. Parotid sialography showing the presence of diffuse sialectasias (punctate, cavitary or destructive
pattern), without evidence of

obstruction in the major ducts19

3. Salivary scintigraphy showing delayed uptake, reduced concentration and/or delayed excretion of
tracer20

VI. Autoantibodies: presence in the serum of the following autoantibodies:
1. Antibodies to Ro(SSA) or La(SSB) antigens, or both

Critérios Internacionais de Classificagdo do Sindrome de Sjogren (Vitali et al., 2002)

Esta tabela contém os critérios de classificagdo adoptados em 2002 pela EU,
resultado de uma interac¢do de varios grupos de especialistas (europeus e
americanos) da “Sjogren’s Syndrome Foundation” com varias revisdes fei-
tas na ultima década. Ela mostra a subjectividade ainda existente em algu-
mas areas, atribuindo grande importancia a sensibilidade do clinico para um
diagnostico imediato da doenga. Ainda de notar que qualquer grupo requer
testes, tanto clinicos como laboratoriais especificos, e ainda a consideravel
énfase da biopsia da glandula salivar.



DIAGNOSTICO CLINICO

O exame oral deve entdo ter inicio com a recolha do historial clinico do
paciente, de forma a ver sintomas anteriores em que, sinais de reduzido fun-
cionamento das glandulas salivares, poderdo dar um indicio desta patolo-
gia; estes sinais podem incluir: xerostomia, aftas, dificuldade em deglutir
ou mesmo alteracdo do paladar (atrofia das papilas filiformes) e do olfacto;
também sera de ter em atencdo a dificuldade no uso de proteses dentarias
devido a sua ma adesdo. Em grande parte destes doentes ha uma tumefac¢ao
das glandulas salivares que normalmente ficam insensiveis & palpacdo. No
decorrer deste exame, podem ser detectados labios secos, descamados, a
mucosa eritematosa, halitose, candidiase e na auséncia de medidas atempa-
das, ha maior susceptibilidade de carie, nomeadamente na regido cervical e
bordo incisal dos dentes. Por ultimo, estes doentes tem um maior risco de
desenvolver linfomas nas glandulas salivares e Candidiase atréfica recor-
rente (Chandre et al., 2001). E ainda importante o questionario ao doente,
visto ser de esperar que nem todos os doentes se queixem espontaneamente
de certos sintomas, que também se podem reflectir no tipo alimentar prati-
cado pelo doente.

S6 entdo se devera iniciar uma possivel serie de testes de diagndsticos a fim
de completar com uma avaliacao objectiva a componente oral do SS, sendo
0S mais comuns:

* Bidpsia — envolvendo 5 a 7 glandulas salivares menores, procura-se detec-
tar presenca de infiltracdes de células inflamatorias. Existem classifica¢des
conforme o numero de focos inflamatérios (tabela 1);

* Sialometria, electroforese das proteinas salivares, sialografia, cintigrafia e
ultrassonografia.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

E importante e indicado a realizagio de certos testes laboratoriais. Alguns
dos resultados serologicos mais frequentes sdo traduzidos por niveis eleva-
dos de imunoglobulinas séricas, niveis anormais de algumas enzimas he-
paticas e niveis evidentes de auto-anticorpos em especial ANA (anticorpos
anti-nucleares) , anti-Ro/anti-SS-A e anti-Ro/anti-SS-B (anti-ribonucleares)
e Factor Reumatoide (Al-Hashimi, 2001) . S3o estes anti-RoSS-A e SS-B,
os auto-anticorpos mais associados com este sindrome, uma vez que eles
actuam contra os antigenios dos ductos salivares. Encontram-se, também,
associados outros auto-anticorpos que estdo presentes em 95% dos doentes
e que actuam contra a proteina a-fodrin maioritariamente expressa na mem-
brana esquelética das células dos mamiferos (Ulbricht et al., 2003) embora
mais recentemente tenha sido demonstrado que os anticorpos anti-a-fodrin
ndo sdo muito relevantes no diagnostico do SS (Zandbelt and Vogelzangs,
2004).



TERAPIA GENETICA

Como foi referido anteriormente, sendo a etiologia do SS desconhecida, es-
tudos actuais apontam para implicagdes virais e genéticas na sua patogéne-
se, principalmente, nas glandulas ex6crinas (Pedersen and Nauntofte, 2001).
Investigadores do sindrome reclamam para este uma origem poligenica pri-
maria que ird posteriormente interagir com factores antigénicos e ambien-
tais, como por exemplo Candida (Sawalha et al., 2003).

O termo Terapia Genética ¢ relativamente recente e tem entusiasmado a
comunidade cientifica, devido aos rapidos progressos no conhecimento do
Genoma Humano e da Biologia Molecular, pelo que os pacientes ja podem
usufrir dos seus resultados (Baum and O’connell, 2003). Poucas sao as pato-
logias em que este inovador processo faz ja parte do protocolo de tratamen-
to, pois € necessario conhecer o completo mecanismo da doenga e so sera
aplicavel a doengas resultantes de um tnico gene; este, se a terapia genética
se aplicar, ¢ transportado através de um vector que pode ser viral (adenovi-
rus, retrovirus, AAV) ou nao viral (lipossomas catiénicos) (Wheeler et al.,
1996). Muitos estudos tém sido elaborados na procura de um vector ideal no
tratamento das doengas auto-imunes, nomeadamente o SS, que seja capaz
de expressar uma proteina a nivel terapéutico sem induzir toxicidade. Mas
uma intervengdo a nivel imunoldgico ¢ considerada uma matéria delicada,
pois pode causar uma imunossupressao geral ou uma reac¢ao imunologica
exacerbada (Baum et al., 2002).

As glandulas salivares apresentam caracteristicas que permitem considerar
a imunoregulacdo através da farmacoterapia genética. Sdo o6rgaos encapsu-
lados e localizados superficialmente, podendo-se assim regular a expressao
genética sem uma intervengdo invasiva. O seu potencial clinico pode ser
largamente explorado dentro de 7 a 10 anos, € nao antes, devido a falta de
vectores ideais de transferéncia genética (Baum et al., 2002).

Foram desenvolvidos estudos experimentais no tratamento do SS que pas-
sam pela introducdo de genes codificadores de citoquinas potencialmente
anti-inflamatdrias ou genes que codificam os receptores dessas citoquinas,
promovendo desta forma a diminuicdo da inflamacdo causada (Simmons
and Baum, 2001). As citoquinas, como ja referido anteriormente, sdo secre-
tadas pelo infiltrado linfocitario das glandulas salivares e sdo as principais
moduladoras da resposta imune e inflamatéria; sdo também descritas como
diferentes moduladoras da resposta Th1/Th2 em situagdes autoimunes
(Mosmann and Sad, 1996).

Examinando as citoquinas, por exemplo, as citoquinas Th2, verifica-se que
sdo capazes de inibir a apresentacdo antigénica e proliferagdo linfocitaria T,
assim como de inibir a produgdo de IL-2, IFN-a e TNF-4a por células Th1;
estas actividades sugerem o seu possivel uso na terapia genética do SS.

Recentemente, um estudo realizado num modelo animal — rato NOD (Non
Obese Diabetic) — mostou que a associacdo de um vector AAV (Adeno



Associated Virus) ao gene codificador para a IL-10 humana, altera os efeitos
da doenca nas glandulas salivares, reduzindo o processo inflamatorio (Kok
et al., 2003). Estes resultados fazem aumentar as perspectivas de uma pos-
sivel utilizagdo em humanos (Yamano and Baum, 2000; Kok ef al., 2003)

(fig.2).

A IL-10 tem uma actividade imunosupressora, inibindo as citoquinas IL-14,
IL-6, IL-8, TNF- &, o factor estimulador de colonias granuldcito-macréfago
(GM-CSF) sintetizado pelos monocitos/ macrofagos e suprime directamente
a sintese de IFN- a pelos Thl.
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Perspectiva do uso do AAV recombinante e da citoquina IL-10 com efeitos terapéuticos no SS (adaptado de
Yamano and Baum, 2000).

Os principais problemas com que os geneticistas se deparam sdo a integra-
¢do gendmica falhada, ficando o DNA introduzido numa localizag¢do extra-
cromossomica do nucleo; por outro lado mesmo sendo esta integracdo bem
sucedida, muitas vezes ndo ¢ induzida num grau aceitavel uma potente res-
posta imune celular e humoral.

Encontramo-nos, ainda, numa situagao de duvidas e real dificuldade numa
terapéutica genética efectiva: no doente a presenca de anticorpos anti-nucle-
ares € variavel, como tal, o grau de imunizagao e por outro lado os ensaios no
animal também, ainda, ndo sdo concludentes (Bolstad and Jonsson, 2002).

Estudos posteriores serdo necessarios, € mesmo segundo alguns investi-
gadores, serdo necessarios 10 anos para que, a terapia genética aplicada ao
Sindrome de Sjogren seja uma realidade clinica (Baum ef al., 2002).
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