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EDITORIAL

Neste nimero da Acta Reumatologica Portuguesa (ARP) sdo apresentados
os trabalhos cientificos galardoados com o Prémio Ciba-Geigy de Reumatolo-
gia da Sociedade Portuguesa de Reumatologia (SPR) “Luis de Pap” — 1991.
O primeiro classificado intitula-se “Manifesta¢des Reumaticas da Cirrose Biliar
Primaria” ¢ é da autoria dos Drs. José Carlos Romeu, Jodo Freitas, J.C.
Teixeira da Costa, Margarida Rodrigues, Maria Rosdrio Vieira, Manuela
Novais, Ivone Cravo, J.P. Freitas, Paula Campos, Gama Afonso, M. Viana de
Queiroz ¢ Estela Monteiro.

O trabalho consiste num estudo prospectivo das Manifestagdes Reumaticas
em 17 doentes com o diagnostico de Cirrose Biliar Primaria (CBP) selecciona-
dos numa consulta de Gastroenterologia. Apesar do reduzido numero de
doentes (17), a estruturagdo do trabalho, a forma meticulosa e exaustiva do
tratamento dos dados, a sua interdisciplinaridade e a chamada de atengdo aos
médicos para as manifestagoes clinicas e alteragGes laboratoriais de uma pato-
logia que ndo ¢ frequente, justificam a distingdo concedida.

Apresenta uma boa sistematiza¢io das manifestagles osteoarticulares da
CBP, confirmando a existéncia nestes doentes, de manifestagdes clinicas extra-
hepaticas € alteragdes imunologicas que frequentemente se associam as conecti-
vites.

Foi atribuida men¢io honrosa ao trabalho intitulado “Estudo dos Efeitos do
Neuropéptido Substincia P nas Respostas de Imunidade Celular em Doentes
com Artrite Reumatoide” da autoria dos Drs. Maria Jodo Covas, Ligia A.
Pinto, J.A. Pereira da Silva e Rui M.M. Victorino. Trata-se de um trabalho de
investiga¢do numa 4rea sensivel e de indiscutivel apreco de todos os Reumato-
logistas, da Patogénese da Artrite Reumatoide (AR). Como é conhecido os
mecanismos patogénicos da AR sdo complexos e apesar dos avangos efectua-
dos com o desenvolvimento da imunologia, eles continuam desconhecidos na
sua esséncia.
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E salientado o envolvimento do sistema nervoso na patogénese da AR, € a
sua intervengdo com o sistema imunitdrio. Foi confirmada a Importincia da
substancia P (SP) no fenémeno inflamatério e a sua ac¢do imunomodulatéria
na AR, permitindo formular a possibilidade do envolvimento da SP na etiopa-
togénese da AR, pelo menos em alguns doentes ou em certas fases da doenga. .

E de incentivar o prosseguimento desta investigagdo, de nivel internacional,
visto que deste tipo de trabalhos depende a Reumatologia no futuro.

Para terminar quero relembrar que a ARP é o drgéo oficial da Reumatolo-
gia Portuguesa; a qualidade e nivel cientifico desta publicagdo é da responsabi-
lidade dos especialistas e internos de Reumatologia. S6 com o esforgo de todos
e em perfeita unido a Reumatologia Portuguesa poderd enfrentar e vencer os
obstaculos que tentam minimiza-la.

Lango um apelo a todos os Reumatologistas, Jovens Internos, outros Espe-
cialistas Congregados na SPR e a colegas com formacdo profissional e cienti-
fica que dirijam para a “Acta” os trabalhos cientificos de Tematica Reumato-
l6gica ou afim. Uma palavra aihda para os que apesar de solicitados, e com
indiscutivel capacidade cientifica ndo publicam, ndo difudem a sua experién-
cia, certamente pelos seus muitos afazeres.

E essencial reactivar algumas sec¢des da “Acta”; para além dos “Artigos
Originais”, “Revisdes Clinicas”, “Casos Clinicos” predominantes nos ultimos
nameros, os “Temas Basicos”, “Temas Interdisciplinares”, “Reumobiografias”,
“Vultos da Reumatologia”, “Cartas do Leitor” e a “Critica de Livros ¢ Refera-
tas” sdo importantes no 6rgido oficial da Reumatologia Portuguesa, sendo
desejavel que toquem todos os temas da Reumatologia, embora ndo possamos
limitar ou reprimir a liberdade individual.

A viabilidade da “Acta” dependera ndo s6 dos seus responsaveis (Director e
Corpo Redactorial) mas sobretudo de todos os Reumatologistas.

Aurora Marques

ACTA REUMATOLOGICA PORTUGUESA






O diagnosti
A ARTROSE ¢ tratamento precoces

ndo é uma fatalidade inevitavel. sdo decisivos.

repara a cartilagem artrésica,”
contrariando eficazmente a
progressdao da artrose.**

GP-C Complexo de Glicosaminoglicanos Péptidos

Exerce uma acc¢dao determinante
sobre a evolucdao da doenca artrésica

* Altman e Howell, U.S.A.; Franchimont e col., Bélgica;
Burckhardt e col., Austrdlia.

** Rejholec, Checoslovaquia; Schacht, Suica.

§0 pode vender-se mediante receita médica

Apresentacdo e Precos:

Caixas com 6 ampolas de 2ml
PUP  ESTADO  UTENTE COMPART

L4440 996400 24880  80°%




ACTA REUMA. PORT. XVI (4): 169-186 1991

MANIFESTACOES REUMATICAS DA CIRROSE
BILIAR PRIMARIA

JOSE CARLOS ROMEU, JOAO FREITAS, J.C. TEIXEIRA DA COSTA,
MARGARIDA RODRIGUES, M.2 ROSARIO VIEIRA, MANUELA NOVAIS,
IVONE CRAVO, J.P. FREITAS, PAULA CAMPOS, GAMA AFONSO,

M. VIANA QUEIROZ, ESTELA MONTEIRO

RESUMO

Estudaram-se prospectivamente as manifestacGes reumaticas em 17 doentes
com o diagndstico de Cirrose Biliar Primaria (CBP) seguidos em uma consulta
de Gastroenterologia. A Sindroma de Sjogren (SS) foi diagnosticada em 59%
(N=10) dos doentes. ManifestagGes da variante CREST da FEsclerodermia
observaram-se em 53% (N=9) dos casos. Num dos doentes foi estabelecido o
diagnédstico de CREST dada a presenga de esclerodactilia, fenémeno de Ray-
naud e altera¢Bes da motilidade esofagica. Os outros 8 doentes apresentavam
apenas | Unica das manifestacGes de CREST (6 com telangiectasias € 2 com
fenomeno de Raynaud). Artralgias e/ou artrites periféricas, excluidas as atri-
buidas a Osteoartrose Primitiva, foram referenciadas em 419% (N=7) dos casos e
caracterizaram-se por serem intermitentes, simétricas e ndo incapacitantes.
Geodos e/ou erosdes foram detectados em 5 doentes (29%), com localizagio
preferencial nos ossos do carpo. CalcificagBes das entesis foram observadas em
82% (N=14) dos doentes, metade dos quais associavam outras calcificagdes

- periarticulares, ndo tendo sido possivel avaliar a possibilidade da associa¢io
destas calcificagBes ectopicas com os suplementos em doses elevadas de
Vitaminas A e D e de calcio a que estava submetida a maioria dos doentes. No
estudo laboratorial efectuado detectaram-se imunocomplexos circulantes em
59% dos doentes, factores reumatéides IgM em 25%, anticorpos anti-nucleares

Nicleo de Reumatologia do Servigo de Medicina IV, Servigo de Medicina II, Servigo de Oftalmologia,
Servigo de Dermatologia e Servico de Radiologia do Hospital de Santa Maria e Servigo de Medicina
Nuclear do Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil Martins — Lisboa.
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em 29% e anticorpo anti-RNP em 19% dos casos. Os anticorpos anti-DNAds,
anti-Sm, anti-SS-A e anti-SS-B ndo foram detectados em nenhum dos 16
doentes em que foram pesquisados.

Os resultados obtidos confirmam que nos doentes com CBP sdo comuns
manifestagdes clinicas extra-hepaticas e altera¢des imunoldgicas que surgem
frequentemente associadas as conectivites. A nfo detecgdo de anticorpos
anti-SS-A e anti-SS-B confirma os resultados obtidos por outros autores, os
quais, conjugando esses dados com outros de natureza histopatoldgica, suge-
rem uma imunopatogenia da SS associada 4 CBP diferente da implicada na SS
Primitiva.

ABSTRACT

Rheumatic Manifestations of Primary Biliary Cirrhosis

In 17 patients with the diagnosis of Primary Biliary Chirrhosis (PBC)
attending follow-up Gastroenterology, rheumatic manifestations were prospec-
tively studies. The diagnosis of Sjogren’s Syndrome was made in 59% (N=10) of
the patients. Manifestations of CREST’s variant of Scleroderma were seen in
53% (N=9) of the cases; the diagnosis of CREST was made by the presence of
sclerodactily, Raynaud’s phenomenon and esophageal motility dysfunction in
one patient, having the other 8 patients only one of the criteria of CREST (6
had telangiectasia and 2 had Raynaud’s phenomenom). Peripheral arthralgia
and/or arthritis, excluded those caused by Primitive Osteoarthritis, were seen
in 41% (N=7) of the cases, and were intermittent, symmetrical and non-
-incapacitating. Bone erosions and/or cysts were detected in 5 patients (29%),
and were preferentially localized at carpal bones. Enthesis calcifications were
observed in 82% (N=14) of the patients, and half of these patients had other
periarticular calcifications as well; it was not possible to evaluate the possibility
of establishing a relationship between these ectopic calcifications and high
doses of Vitamine A and D and Calcium supplements given to the majority of
the patients.

Circulating Immunocomplexes were detected in 59% of the patients, IgM
Rheumatoid Factors in 25% anti-nuclear antibodies in 29% and anti-RNP anti-
body in 19% of the cases. Anti-DNAds, anti-SM, anti-SS-A and anti-SS-B anti-
bodies were not detected in any of the 16 patients in whom they were searched.

Our results do confirm that in PBC patients, extra-hepatic clinical manifesta-
tions and immunologic disorders that frequently occur in association to con-
nective diseases, are common. The fact that anti-SS-A and anti-SS-B antibodes
were not detected, confirm the results of other authors who suggest, by means
of considering these results in association to others of histopathology nature, a
different SS related PBC immunopathogeny from te one implicated in Primi-
tive SS.

INTRODUCAO

A Cirrose Biliar Primaria (CBP) é uma colangite destrutiva crénica nio

ACTA REUMATOLOGICA PORTUGUESA
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supurada de etiologia desconhecida (1,2) que tem sido descrita em associagéo
com certas doengas auto-imunes com componente osteoarticular como a
Sindroma de Sjogren (SS) (3.4), a variante CREST da Esclerodermia (5), a
Artrite Reumatdide (AR), a Dermatomiosite (DM) e o Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) (6). A Osteomalacia e a Osteoporose constituem também
problemas importantes nos doentes com CBP (7).

Com o objectivo de avaliar as manifesta¢des reumaticas da CBP investigaram-se
as alteragdes clinicas e laboratoriais habitualmente associadas as conectivites e
as doengas Osseas metabdlicas numa populagido de doentes com CBP.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 17 doentes com CBP (raga branca, 16 do sexo feminino e 1
do sexo masculino, com uma média de idades de 56,5 £ 9,9 anos e uma
dura¢io média da doenca de 6,4 anos + 4,0 anos) sucessivamente observados
em uma consulta de Gastroenterologia entre Fevereiro de 1988 ¢ Janeiro de
1989, Para o diagnostico de CBP foi considerado necessario:

a) a presenca de manifesta¢Ges clinicas compativeis e alteragdes bioquimicas
caracteristicas (6);
b) a deteccdo no soro de anticorpo anti-mitocondrial em titulo superior a 1/80;
e
c) histopatologia hepatica sugestiva ou compativel (1,2,6).

Em todos os casos foi excluida obstrugdo biliar extra-hepatica e a presenga
no soro de antigénio de superficie do virus da hepatite B (Ag HBs). O método
utilizado na pesquisa do anticorpo anti-mitocondrial foi o da imunofluorescén-
cia indirecta (IF) usando como substracto figado e rim de rato e tiréide e
estdmago humanos (8).

Os doentes estudados foram submetidos a interrogatdrio e a exame clinico
efectuados por reumatologista, que incluiram nomeadamente a avaliagio de
manifestagdes atribuiveis a xeroftalmia e a xerostomia, de alterages vasculares
periféricas ou cutineas, de manifesta¢Ges osteoarticulares ou de outras manifes-
tages clinicas extra-hepaticas. A investigagdo de eventual compromisso vas-
cular periférico foi completada por capilaroscopia da prega cutidnea periun-
gueal (9), considerando-se anormais a presenca de areas avasculares e/ou
mega-capilares.

Todos os doentes foram submetidos a observagdo oftalmoldgica, que
incluiu o teste de Schirmer e exame com ldmpada de fenda ap6s coloragdo
com rosa de Bengala, e a cintigrafia sequencial das glandulas salivares (10).
Para o diagndstico da Sindroma de Sjogren (SS) considerou-se necessaria a
presenga concomitante de:

a) manifestagdes clinicas oculares e orais compativeis;
b) queratoconjuntivite seca (QCS) definida por teste de Schirmer com valo-
res inferiores a 10mm aos 5 minutos e detecgio no exame com lampada
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de fenda, ap6s coloragio com rosa de Bengala, de conjuntivite seca e/ou
queratite ﬁliforme ou puntacta;

e
¢) cintigrafia sequenc1al das gldndulas salivares anormal — graus II, III ou

IV na escala de Schall (10).

A variante CREST foi definida pela presenga de 2 ou mais das seguintes
alteragGes: calcinose subcutinea, fenémeno de Raynaud, alteragdes da motili-
dade esofagica, esclerodactilia e telangiectasias.

A avaliagio laboratorial efectuada incluiu além dos exames de rotina:
estudo da fungdo hepatica, da fungio renal, lipidograma, proteinograma,
doseamento das imunoglobulinas séricas, calcemia, fosforemia, calcitria e
hidroxiprolindria de 24 horas, creatinaquinase, reac¢6es de Coombs Directo e
de VDRL, pesquisa de imunocomplexos circulantes (ICC), factores reumatoides
da classe IgM (FRs IgM), anticorpos anti-nucleares (AAN), crioglobulinas
séricas, anticoagulante lupico, anticorpos anti-DNA de dupla cadeia (DNAds),
anti-Sm, anti-SS-A, anti-SS-B, anti-centrémero e anti-RNP, complemento he-
molitico total (CH50) e as fracgdes C3 e C4 séricas, e os antigénios das classes I e
11 do Sistema Major de Histocompatibilidade. Os valores da Calcemia foram
corrigidos de acordo com a formula (11): Calcemia corrigida (mgs/dl) =
calcemia determinada (mgs/dl) + (4-albuminemia em grs/dl). Na pesquisa dos
FRs IgM utilizaram-se as reac¢les do Latex e de Waller-Rose (12). Os ICC
foram pesquisados pelo método de fixagdo de Clq. O método utilizado na
pesquisa de AAN foi a IF sobre figado de rato (12). Os anticorpos anti-DNAds
foram pesquisados por IF usando como substracto esfregaco de Critidiae
Luciliae (12). Os anticorpos anti-Sm, anti-RNP, anti-SS-B foram pesquisados
por contra-imunoelectroferese sobre timo de vitela fetal e os anticorpos anti-
-SS-A e anti-centromero por IF utilizando como substracto células Hepa2. Os
antigénios das classes 1 e Il do Sistema Major de Histocompatibilidade foram
determinados pelo método da microlinfocitotoxicidade (12).

A avaliagio dos doentes foi completada por um estudo radioldgico osteoar-
ticular que incluiu radiografias da coluna dorsal, lombar, bacia, punhos ¢
méos, joethos, tibio-tarsicas e pés, que foram avaliadas independentemente por
2 reumatologistas.

Na avaliagio do risco relativo (RR) determinado por um dado antigénio do
sistema Major de Histocompatibilidade utilizou-se a formula (12.2): RR=axd/
/bxc em que a e b representam, respectivamente, o numero de doentes com e
sem aquelo antigénio, e d e ¢, respectivamente, o nimero de controlos com e
sem o mesmo antigénio. O grupo de controlo era constituido por uma
populacdo de 66 dadores saudaveis utilizada em um estudo prévio (12.b).

RESULTADOS

As principais manifestages clinicas e altera¢Ges laboratoriais dos 17 doentes
com CBP encontram-se resumidas no Quadro 1.
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QUADRO 1 - RESUMO DAS PRINCIPAIS MANIFESTAGOES CLINICAS E ALTERAGOES

LABORATORIAIS NOS 17 DOENTES COM CBP
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1. Sindroma de Sjogren

As manifestagdes clinicas oculares e orais compativeis com a SS foram
referidas em 82% (N=14), a QCS foi detectada em 65% (N=11) e a cintigrafia das
glandulas salivares revelou-se alterada em 71% (N=12) dos casos estudados.
Contudo, o diagnéstico de SS s6 foi estabelecido em 59% (N=10) dos doentes.

Em nenhum caso as queixas “secas” oculares ou orais constituiram o motivo
de investigagdo conducente ao diagndstico de CBP. Nos 10 doentes com SS os
primeiros sintomas “secos” foram referidos como anteriores ao inicio da doenga
hepatica em 2 casos e como simultineos ou posteriores ao daquela por 5
doentes. Nos restantes 3 casos ndo foi possivel precisar o inicio da sintomato-
logia ocular ou oral.

2. Variante CREST

Uma ou mais manifestagdes da variante CREST da Esclerodermia foram
referenciadas em 9 doentes (53%). Em um caso (6%) foi estabelecido o
diagnéstico de CREST dada a associagdo de esclerodactilia, fenémeno de
Raynaud e alterag¢bes da motilidade esofagica. Os outros 8 doentes apresenta-
vam apenas uma Unica daquelas manifestagdes (6 com telangiectasias € 2 com
fenomeno de Raynaud). Excluidos os doentes com a presenga isolada de
telangiectasias as manifestagdes da Sindroma CREST verificaram-se em 3 casos
(18%).

A capiloroscopia da prega cutinea periungueal foi efectuada em 14 dos 17
doentes estudados. Foi considerada anormal (area avascular e/ou mega-
-capilares) em 3 casos, normal em 10 e inconclusiva, por nio visualizagio por
hiperpigmentagdo, em um. Dos 3 casos em que se revelou anormal, 2
pertenciam ao grupo de 8 doentes sem manifestagdes clinicas de CREST e o
terceiro a um grupo de 6 doentes submetidos a capilaroscopia e com pelo
menos uma daquelas manifestagdes (no caso, a presenca isolada de telangiecta-
sias). No tnico doente em que se verificou a associagio de areas avasculares
com mega-capilares ndo se referiu qualquer manifestagio de CREST.

3. Padrio radiolégico de fibrose pulmonar, SS e CREST

O estudo radiologico do térax revelou um padrido intersticial reticulo-
-micronodular compativel com fibrose pulmonar difusa em 3 casos. Um destes
correspondia ao caso com o diagnéstico de CREST e, concomitantemente, de
SS, o segundo a uma doente com fendmeno de Raynaud isolado (sem outras
manifestacdes de CREST nem SS associada) e o wltimo caso ndo apresentava
nem SS nem qualquer manifesta¢io de CREST.

4. ManifestacGes clinicas e radiol6gicas de compromisso articular periférico.

Manifestac¢Ges articulares periféricas do tipo artralgias ou artrite, excluidas
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as atribuidas a Osteoartrose Primitiva (6 casos), foram referidas em 7 doentes
(41%). Caracterizaram-se por uma evolugfo intermitente, auto-limitada, com
periodos sintomaticos de alguns dias até 3 semanas na grande maioria dos
casos (86%), por um compromisso simétrico (em 71% dos doentes) e poliarticu-
lar (também em 71% dos casos) e pelo seu caracter nio incapacitante. As
articula¢des atingidas, por ordem decrescente de frequéncia, foram os joelhos
(em 5 casos), as tibio-tarsicas (TTs) e as interfalingicas proximais (IFPs) das
mios (em 4 casos cada), os cotovelos e as interfaldngicas distais (IFDs) das
mios (em 3 casos cada), as coxo-femurais, os punhos e as metacarpo-
falangicas (MCFs) (2 vezes cada) e as interfaldngicas dos dedos dos pés (uma vez).

As artrites foram detectadas em 3 doentes (18%), comprometendo um joelho
e uma articulagio IFP da mio em um caso, as IFDs das mios em outro e os
punhos, as MCFs e as IFPs e IFDs das mios no terceiro. Em todos estes trés
casos a evoucio fol intermitente,

Rigidez matinal superior a 30 minutos foi referida por 2 doentes (um com
poliartralgias e o outro com oligoartrite).

Tal como se verificou para as manifestagdes “secas” da SS, em nenhum dos
casos foram as manifestacdes articulares que conduziram ao diagnoéstico, ou a
investigacio, de CBP. Nos 7 doentes com compromisso articular periférico, o
inicio das manifestacdes osteoarticulares, em relagio ao das manifestagdes

“clinicas e/ou a detec¢do de alteragdes analiticas que levaram ao diagndstico de
CBP, foi anterior em 2 casos, simultineo ou posterior em 4 e impossivel de
determinar em um doente.

Geodos e/ou erosdes foram detectados em 5 doentes (29%), com uma
localizagdo preferencial aos ossos do carpo (3 casos). As outras localizagGes,
surgindo uma vez cada, foram a apofise estildide do cubito, a cabega do 4.°
metacarpico, a cabeca do 5.° metatarsico e epifises distais de falanges dos dedos
da mdo — Figuras 1,2 e 3. Dos 5 casos com geodos ou erosdes, dois
correspondiam a presenca de artrite (joelho e IFP de dedo da m3o em um
doente, punhos, MCFs e IFPs e IFDs no outro).

5. Avaliacfio clinica, laboratorial e radiol6gica de doenca Gssea metabolica

Nio se observou nenhum caso com manifestagdes clinico-iaboratoriais ou
_radiolégicas compativeis com osteomaldcia, assim como ndo se detectou

qualquer alteracdo no estudo bioquimico do metabolismo fosfo-calcico (calce-
mia, fosforemia, calcitria e hidroxiprolintria nas 24 horas). No estudo radiol6-
gico efectuado ndo se detectaram nem deformagdes ou fracturas vertebrais ou
outras imagens sugestivas de osteoporose.

Catorze dos 17 doentes estudados estavam submetidos, por periodos varia-
ves, a suplementos semanais de uma associagdio de Vitamina A com 25-
-hidroxivitamina D3 (respectivamente, 50000 UI e 200000 UI) e diarios de célcio
(1a 1,5 grs).
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Fig. 1 — Geodos nos ossos do carpo (caso 6 - GC)

Fig. 2 — Geodos na apdfise estiléide do cubito (caso 11 - AS)
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Fig. 3 — ErosOes na cabeca do 5.° metatarsico (caso 11 - AS)

6. CalcificacOes das entesis

As alteragdes mais frequentemente observadas no estudo radiolégico efec-
tuado foram as calcificagdes a nivel de entesis, verificadas em 14 doentes (82%).
Estas calcificagdes das entesis localizaram-se preferencialmente & insercio
calcaniana do tenddo aquiliano, observada em 13 doentes, sendo em 7
bilaterais. As outras localizagSes observadas foram a inser¢do calcaniana da
aponevrose plantar (3 casos), a inser¢3o iliaca do ligamento ileo-lombar (2
casos) e a inser¢do rotuliana do tendio homonimo e de entesis no grande
trocanter do fémur (1 vez cada) — Figuras 4 ¢ 5. Em 7 casos associavam-se
outras calcificagdes peri-articulares observadas a nivel das IFDs das maos 3
doentes), anca e IFP da mio (em | doente cada).

Doze dos 14 doentes com as calcificagdes das entesis, e 6 daqueles 7 casos que
associavam outras calcificagdes peri-articulares, integravam o grupo de doentes
submetidos aos suplementos em Vitaminas A e D e calcio anteriormente
referidos.
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Fig. 4 — Calcificacdes das entesis (caso 6 - GC):
A - Tendio de Aquiles e aponevrose plantar:
B - Pormenor de calcifica¢do de Tenddo de Aquiles:

7. AssociacOes entre SS, CREST, compromisso articular e alteracGes laboratoriais.

Os principais resultados estdo descriminados no Quadro 1.
Nido se verificou uma associa¢io entre a SS e a presenga de artralgias ou
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Fig. 8 — Pormenor de calcificagéo de insercdo de Tenddo de Aquiles (caso 4 - CM)

artrites. A SS foi observada em 2 dos 7 casos com compromisso articular
periférico e em 8 dos 10 doentes sem aquelas manifestagdes.

O pequeno numero de casos com manifesta¢cdes de CREST (2 com fenémeno
de Raynaud e | com o diagnéstico de CREST) ndo permitiu avaliar a
possibilidade de associagdo destas manifestagdes quer com a presenga de
artralgias ou artrites quer com SS. A SS foi diagnosticada, como ja referido,
no unico cado de CREST, nio tendo sido observado nos 2 doentes com fend-
meno de Raynaud.

Nio se verificou qualquer correlagio entre a presenga de hipercolesterole-
mia e o compromisso articular periférico. A hipercolesterolemia foi detectada
em 2 dos 7 casos com artralgias/artrite ¢ em metade (5) dos doentes sem
manifestagdes articulares.

Igualmente, a presenca de imunocomplexos circulantes, em 2 dos 7 casos
com artralgias/artrite ¢ em 6 dos 9 doentes sem aquelas manifesta¢Ses, ndo se
pode correlacionar com o compromissdo articular periférico. Em nenhum dos
casos de artrite se detectaram imunocomplexos circulantes.

A conjugac¢io dos dados clinicos, laboratoriais e radiolégicos nio permitiu
outros diagnosticos, designadamente de AR, LES ou Doenga Mista do Tecido
Conjuntivo, para além dos ja anteriormente referidos (SS e CREST).

Dos 7 casos com compromisso articular periférico, os FRsIgM e os AAN
foram detectados, respectivamente, em 1 e 2 doentes. Apenas 1 dos doentes
com erosdes apresentava FRs (e concomitantemente AAN) detectaveis no soro.
Nenhum dos doentes com anticorpo anti-RNP no soro apresentava manifesta-
¢des de CREST. O unico doente em que se detectou o anticorpo anti-
-centromero nio apresentava, a data da realizagio do estudo, qualquer
manifestacio da Sindroma CREST. Em todos os casos com SS se verificou a
ausencia de anticorpos anti-SS-A e anti-SS-B.
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8. Correlagdes com a tipagem HLA

No Quadro I apresentam-se os antigénios das Classes I e II do Sistema
Major da Histocompatibilidade determinados em 16 doentes.

No grupo estudado, o risco relativo (RR) revelou-se aumentado com os
antigénios HLA-B35 (RR=4,5), A3 (RR=4,3), A2 (RR=3,8), B40 (RR=2,3) ¢ B8
(RR=2,1).

QUADRO II — PRINCIPAIS ALTERAGCOES LABORATORIAIS NA CBP

N.2 de casos N.2 de casos ' %
Detectados Estudados
VS>30 mm 14 17 82
Hipergamaglobu-
Tinemia 16 17 94
1gM>280 mgs/d1 12 16 75
1¢C 8 15 53
FRs IgM 4 16 25
€3>120 mgs/ml 11 15 73
Ac. antinucleares 5 17 29
Ac. anti-RNP 3 16 19
Ac. anti-centrdmero 1 16 6
Ac. anti-Sm 0 16
Ac. anti-DNAds 0 16
Ac. anti-SS-A 0 16
Ac. anti-SS-8 0 16

»

V§ - Velocidade de sedimentag¥o eritrocitdria
> - superior a

Ac. - anticorpo
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que muitas das manifestagdes clinicas e das altera-
¢es laboratoriais comuns as conectivites sio frequentes nos doentes com CBP.

A SS foi detectada em 59% dos casos. A prevaléncia de SS observada em
outras séries de doentes com CBP varia entre os 52% e os 72% (3.13,14). As
diferencas observadas poderdo reflectir critérios distintos de diagnoéstico de SS.
As percentagens mais elevadas de 72% (3) e de 66% (14) traduzem a presenga de
QCS, enquanto que, quando considerado necessario para o diagndstico de SS a
presenca adicional de xerostomia demonstrada por diminui¢io do débito
salivar, a percentagem verificada é de 52% (13). No nosso estudo, a QCS foi
detectada em 65% dos 17 casos investigados.

A cintigrafia sequencial das glandulas salivares, utilizando a metodologia e a
classifica¢io propostas por Schall (10) revelou alteragdes em 71% dos doentes
da nossa série. Constitui um método com valor diagnéstico na SS, cujos
resultados tém demonstrado uma boa correlagio com os débitos salivares
estimulados (10,15) e com o grau de infiltragdo linfocitaria na bidpsia labial.

As'queixas “secas” nio constituiram, em nenhum dos casos, as manifestagdes
conducentes ao diagndstico de CBP. Nas séries de doentes com CBP apresenta-
das por S. Sherlock (6) e E. Christensen (16) apenas em 1% daqueles doentes o
diagnéstico surgiu em consequéncia de investigagdo de Sindroma “sicca”. A
possibilidade do diagnodstico de CBP, ou de outro tipo de compromisso
hepatico (17), com todas as suas implicagdes prognosticas e -terapéuticas,
justifica que a pesquisa do anticorpo anti-mitocondrial e a avalia¢gio da
fungio hepatica fagam parte da investigagdo do doente com SS.

As manifesta¢gdes incluidas na variante CREST da Esclerodermia foram
frequentemente encontradas no nosso grupo. Contudo, na maior parte dos
casos (N=6) tratava-se de telangiectasias cujo aparecimento pode ser atribuido
exclusivamente a doenga hepatica cronica. Seguiu-se-lhe o fenémeno de Ray-
naud, presente em 3 doentes, que se associou em um destes casos com
esclerodactilia e dismotilidade esofagica permitindo o diagnéstico de CREST.
Assim, excluidos os casos de presenca isolada de telangiectasias, as manifesta-
¢Oes de CREST verificaram-se em 18% dos doentes estudados. Esta percenta-
gem € sobreponivel a verificada pela maioria dos outros trabalhos nio
incluindo, como no nosso, os casos com presenga isolada de telangiectasias
(14,18-20). A prevaléncia mais elevada, das ordem dos 319%, observada por
Modena (21) dever-se-4 ao facto de incluir, ao contrario da nossa série e das
acima referidas (14,18-20), doentes seguidos em consulta de Reumatologia.

O diagnéstico de CREST, estabelecido em 1 (6%) dos nossos 17 casos, tem
sido referido entre 3% e 15% dos doentes com CBP (6,14,18-22),

O pequeno numero de casos com manifestagdes da Sindroma CREST que foi
submetido a capilaroscopia nfio nos permitiu estabelecer uma correlagio entre
os achados daquele exame e a presenga daquelas manifestagdes. N3o encon-
trdmos na literatura referéncias a resultados da aplicagdo sistemdtica de
capilaroscopia no estudo de doentes com CBP. A presenga concomitante de
areas avasculares e mega-capilares associa-se, como verificaram outros autores
(23), a uma maior probabilidade de evolugio para CREST. No tinico caso em

ACTA REUMATOLOGICA PORTUGUESA



JOSE CARLOS ROMEU, JOAO FREITAS, J.C. TEIXEIRA DA COSTA, MARGARIDA RODRIGUES, M.* ROSARIO
182 VIEIRA, MANUELA NOVAIS, IVONE CRAVO, 1.P. FREITAS, PAULA CAMPOS, GAMA AFONSO,
M. VIANA QUEIROZ, ESTELA MONTEIRO

que observamos a concomitincia daquelas alteragdes capilaroscopicas ndo
estavam presentes, 4 data do estudo, qualquer manifestagio de CREST.

Um padrfo radiolégico compativel com fibrose pulmonar, observado em 3
dos nossos casos, um dos quais com CREST e SS e o outro com fendmeno de
Raynaud isolado, tem sido referido como manifestagio radiolégica do com-
promisso pulmonar quer da Esclerose Sistémica quer da SS (17, 24-26).

A presenga de manifestagGes articulares periféricas nos doentes com CBP
levou alguns autores a considerar a existéncia de uma artropatia inflamatéria
especifica da CBP, que designaram por “artrite da CBP”, e que caracterizaram
como uma poliartrite, geralmente de inicio posterior ao diagndstico de CBP,
atingindo preferencialmente as articulagdes interfalangicas das méaos, punhos,
tornozelos e joelhos, intermitente, nio deformante nem erosiva, com rigidez.
matinal de durac¢fio variavel em menos de metade dos casos e com extensdo e
actividade n#o relacionaveis com o estadio da doenga hepatica (14). A artrite,
identificada em 18% dos doentes que estudamos, é referida como surgindo entre
5% e 42% dos doentes com CBP (14,1827,28) A AR, nio diagnosticada em
nenhum dos casos do presente estudo, tem sido observada em outras séries de
doentes com CBP em percentagem variando entre os 2% e os 17% (3.6,14,21,22,27-29).
Pensamos que diferentes metodologias na selec¢io dos doentes incluidos, nos
estudos, designadamente se seleccionados ou ndo em consultas de Reumatolo-
gia, explicardo, pelo menos em parte, estas variagdes.

As caracteristicas do compromisso articular periférico determinadas no
nosso trabalho, nomeadamente o seu caracter auto-limitado, intermitente e
ndo incapacitante, assim como as articulagdes atingidas, sdo sobreponiveis as
anteriormente referidas por Culp (14) como artropatia associada & CBP. Tal
como observado por Growe (27), ndo encontramos correlagio entre a presen-
¢a de artralgias ou artrite e o diagnéstico de SS. Nio verificamos igualmente
uma associagdo, sugerida por aquele mesmo autor, entre a presenga de
imunocomplexos circulantes e o compromisso articular periférico, designada-
mente nas formas mais graves de artrite. Também ndo foi encontrada
nenhuma correlagio entre hipercolesterolemia e artropatia (18,29).

Geodos ou erosdes, identificados em 5 doentes (29%), tém sido referidos em
outros estudos incidindo em casos de CBP, mesmo na auséncia de AR (18,27,28).

Em nenhum dos nossos casos se observou um quadro clinico-laboratorial ou
radioldgico sugestivo de osteomalacia. A este facto podera nio ser estranho a
prescricdo de suplementos de vitamina D na maioria dos casos estudados.
Embora a osteomalacia ocorra em doentes com CBP e a sua importincia tenha
sido salientada por alguns, trabalhos posteriores (30,31,33) englobando estudos
histomorfométricos, mostram que a osteoporose ¢ mais frequente e clinicamen-
te mais importante.

As calcificagdes das entesis, com localizagdo preferencial ao tenddo de
Aquiles, que constituiram a alteragio mais frequente do estudo radioldgico
efectuado, nido t8m sido referidas em outros trabalhos. Pensamos que, a
confirmar-se uma frequéncia aumentada de calcificagdes nas entesis em doentes
com CBP, a sua nfo referéncia em outros estudos podera resultar da nio
inclusdo de uma avaliagdo radioldgica sistematizada como a efectuada por
no6s. Ndo nos foi possivel avaliar a possibilidade de associagio destas calcifica-
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¢Bes ectépicas com os suplementos vitaminicos A e D e de clcio a que estava
submetida a maioria dos doentes, dado que era muito varidvel a duragfo
daquela suplementagdo e pequeno o nimero de casos estudados.

A frequéncia das alterages imunoldgicas detectadas neste estudo estd de
acordo com uma etiopatogenia mediada pelo sistema imunitirio como é
reconhecida para a CBP (7).

O anticorpo anti-mitocondrial, que foi detectado em todos os nossos casos
dado ter constituido critério necessario para o diagnéstico, surge em mais de
90% dos doentes incluidos em diferentes séries (3.4,6,13,14,18,21). O resultado
obtido de 75% de casos com elevagdo sérica de IgM € sobreponivel ao citado
pela maioria dos autores, que apresentam percentagens variando entre 67% e
100% (3,4,6,13,14.22). Os imunocomplexos circulantes, detectados em 53% dos
casos que estudamos, tém sido por alguns autores (21,27,34,35) considerados
como implicados na patogenia da CBP, o que ndo ¢ aceite por outros (36). A
utilizacio de diferentes técnicas de pesquisa de imunocomplexos circulantes
dificulta a comparagido dos resultados dos diferentes estudos.

A elevagdo de C3, verificada em 73% dos doentes estudados, foi observada
em outros trabalhos e interpretada como dependente da colestase (37-39).

Os factores reumatdides IgM tém sido detectados entre 24% e 64% dos
doentes com CBP, geralmente em baixos titulos (3,13,21,29). Na presente série
foram encontrados no soro de 25% dos doentes. Os anticorpos anti-nucleares,
detectados em 29% dos doentes, t&ém sido referidos, utilizando o mesmo método
de pesquisa, isto €, imunofluorescéncia usando como substracto figado de rato,
entre 15% e 47% dos doentes (3,21,40).

O anticorpo anti-centrémero, encontrado em apenas um dos casos, tem sido
identificado entre 9% e 33% dos doentes estudados por diferentes autores
(19,20,21,40,41). De grande importdncia é o facto de se verificar que este
anticorpo anti-centromero se associa, também na CBP, ao CREST, constituin-
do um marcador de possivel evolugdo para este (19,20,21,41,42). O anticorpo
anti-RNP, encontrado em 3 (19%) dos doentes, foi observado em 33% dos casos
estudados por Konikoff (43).

Os anticorpos anti-DNAds e anti-Sm, com marcada especificidade para o
LES (44), ndo foram detectados em nenhum dos doentes, tal como em outros
estudos em que se procedeu a sua pesquisa (19.43).

.Néo se detectaram anticorpos anti-SS-A e anti-SS-B em nenhum dos casos
de CBP incluindo aqueles com SS. Estes resultados estio de acordo com
estudos recentes em que a frequéncia destes anticorpos nos doentes com CBP é
significativamente menor que a observada na SS Primitiva (45). Estes dados,
assim como o facto de a sialadenite focal, caracteristica da SS Primitiva (46)
mas também comum a CBP, apresentar nesta tltima a particularidade de
significativos depdsitos de IgM, levam os seus autores (45) a sugerir que os
mecanismos imunitérios responsaveis pela sialadenite na CBP poderdo ser
diferentes daqueles implicados na SS Primitiva.

A determinagdo dos antigénios da Classe I € II do Sistema Major de
Histocompatibilidade mostrou uma associagio da CBP com o HLA-Bw35, j4
anteriormente referida (21).
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A prevaléncia aumentada dos antigénios B8 e DR3 tem sido atribuida a
coincidéncia de CBP e outras doengas auto-imunes associadas a estes antigénios (21).

Trabalhos mais recentes (21a) mostram um RR de 9 aos individuos portado-
res de DR8, que néo foi pesquisado na nossa série por o anticorpo ndo estar
disponivel.

Em conclusdo, este estudo confirma que nos doentes com CBP sdo
frequentes as manifesta¢des extra-hepaticas comuns s conectivites, tais como a
SS, as manifesta¢Bes osteoarticulares ¢ as da Sindroma CREST, e que as
alteragBes imunoldgicas, que se associam a patologia mediada pelo sistema
imunitario, sio comumente observadas nestes doentes. Os nossos resultados
confirmam ainda os obtidos por outros autores que, conjugando a auséncia de
anticorpos anti-SS-A e anti-SS-B com dados histopatologicos, sugerem um
mecanismo imunitario para a SS associada 4 CBP diferente do implicado na SS
Primitiva.
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ESTUDO DOS EFEITOS DO NEUROPEPTIDO
SUBSTANCIA P NAS RESPOSTAS

DE IMUNIDADE CELULAR EM DOENTES
COM ARTRITE REUMATOIDE

M. JOAO COVAS, LIGIA A. PINTO, J.A. PEREIRA DA SILVA, RUI M.M. VICTORINO

RESUMO

Nos ultimos anos diversos trabalhos de investigagio tém levantado a
hipotese de o Sistema Nervoso quer Central quer Periférico poderem participar
na patogénese da Artrite Reumatéide (AR).

A Substéncia P (SP) é um neuropéptido presente em todo o Sistema Nervoso
com acgbes variadas sobre o processo inflamatério e para o qual foram
recentemente descritas capacidades imunomoduladoras em individuos saudaveis.

A eventual ac¢do imunomodulatoria da Substincia P na’ AR foi por nds
estudada neste trabalho. Analisaram-se comparativamente os efeitos deste
neuropéptido nas respostas proliferativas de linfécitos do sangue periférico a
mitogénios em vinte doentes com AR.e em trinta controlos saudaveis.

Verificou-se que a SP, na concentragio de 10”7 M tem um efeito imunomo-
dulador positivo nas respostas linfocitarias proliferativas a mitogénios nos
doentes com AR. A comparac¢io do efeito imunomodulador deste neuropépti-
do em linfécitos de individuos saudaveis com o efeito nos doentes com AR,
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revelou globalmente uma acgio imunomodulatéria positiva mais pronunciada
nos doentes reumatdides, apesar de as diferencas ndo atingirem significAncia
estatistica. .

A andlise da distribui¢io individual dos valores deste efeito revelou uma
variabilidade muito superior no grupo de doentes com AR, verificando-se a
existéncia de uma sensibilidade linfocitaria & SP claramente aumentada num
subgrupo de doentes. Por outro lado o efeito da SP tende a ser mais acentuado
nos doentes com formas mais graves da doenga, nomeadamente naqueles que
apresentavam nddulos e erosdes.

Em concluséo, neste trabalho, para além de se confirmar o efeito imunomo-
dulatério T do neuropéptido Substincia P em 30 controlos saudaveis, previa-
mente descrito por Payan numa série de 8 individuos, verificou-se que também
os linfécitos de doentes com AR sio sensiveis ao efeito imunomodulatério T
deste neuropéptido, identificando-se um subgrupo de doentes com sensibilida-
de claramente aumentada & Substincia P. Estes resultados sdo consistentes
com a possibilidade de, pelo menos em alguns doentes ou em certas fases da
AR, o envolvimento da SP na etiopatogénese da doenga se operar através de
uma sensibilidade aumentada das células efectoras do Sistema Imune.

SUMMARY
Effect of Substance P on celular immunity in Rheumatoid Arthritis

In the last years it has been proposed that the Nervous System (NS) may
participate in the pathogenesis of Rheumatoid Arthritis (RA).

Substance P (SP) is a neuropeptide which is present in all the NS and has
several actions on inflamation. Recently it was found that SP has immunomo-
dulatory effects in healthy controls.

A possible immunomodulatory action of SP in RA was studied by us in this
wark. We studied the action of SP on the proliferative responses of blood
lymphocytes in 20 patients with RA and 30 healtly controls.

It was found that SP, in the concentraction of 10-7’M has a positive
immunomodulatory action on the proliferative responses to mitogens in RA.
This positive action was more pronounced in RA than in controls and a great
variaheity was found in RA than in controls, as well. A subgranf of RA patients
had a clear enbrancement of the sensibility of lymphocyts to SP.

SP may be involved in the pathogenesis of RA by an incre sensibility of the
effector cells of the Immune System.

INTRODUCAO

Trabalhos de investigagio recentes apontam para a existéncia de uma
interacgdo entre o Sistema Nervoso € o Sistema Imunitario, a qual tem sido
documentada por diversos estudos “in vitro” e “in vivo” que sugerem o envolvi-
mento de diferentes neuropéptidos na modulagio das respostas de Imunidade
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Celular e Humoral (1-3). Para além da constatagdo destes efeitos, a identifica-
¢do de receptores especificos de neuropéptidos em células imunes tem apoiado
consideravelmente a existéncia de uma relagio directa, a nivel molecular, entre
o Sistema Nervoso € o Sistema Imunolégico (4,5). Por outro lado, a realizagdo
de estudos em modelos animais bem como a analise de algumas patologias
humanas, em particular da Artrite Reumatdide (AR), sugerem um possivel
envolvimento do Sistema Nervoso na fisiopatologia de diversas doengas de
base imunoldgica (6-9). De facto, evidéncia clinica sugere que lesdes focais do
Sistema Nervoso, quer centrais quer periféricas, parecem proteger da agressdo
reumatdide as articulagdes localizadas nos territorios neurologicamente envol-
vidos. Doentes com lesdes paralisantes do Sistema Nervoso € que posterior-
mente desenvolveram AR ndo apresentavam, nos membros afectados, lesdes
articulares inflamatorias, erosivas ou nddulos reumatéides (10,11). Existem
ainda referéncias & ocorréncia de surtos de agudizagdo da AR desencadeados
por periodos de “stress” psicolégico acompanhados de hiperactividade do
Sistema Nervoso auténomo (12,13). Por outro lado, estudos em modelos
animais de artrite induzida pelo adjuvante de Freund no rato, t¢m demonstra-
do que as articulages mais afectadas sdo aquelas que se apresentam com
maior densidade de inervagdo, nomeadamente por neurdnios aferentes noci-
ceptivos contendo o neuropéptido substancia P (SP). Para além disso, neste
modelo experimental, a concentragio de SP é mais elevada nas articulagdes
mais vulneraveis (joelhos) mesmo antes do inicio da artrite ¢ a administragio
intraarticular deste neuropéptido agrava significativamente as lesdes articulares (6).

Estudos “in vitro” quer em modelos animais quer em humanos, tém demons-
trado que o neuropéptido SP apresenta diversos efeitos imunomoduladores,
tais como estimula¢io da desgranulacio de mastdcitos (14,15), quimiotaxia e
fagocitose por neutrdfilos (16,17) acompanhada por libertagio de enzimas
lisossomais e activagio de macrofagos (16,18). A SP induz ainda a activacgdo de
células B com produgio de imunoglobulinas (19) e a prolifera¢io de células T
(19.20). Recentemente num estudo “in vitro” foi demonstrado que a SP tem
capacidade de estimular a proliferagdo dos sinoviocitos de doentes com AR,
aumentando a produgdio de prostaglandina E; e de colagenase (21), ndo
existindo no entanto estudos sobre o efeito deste neuropéptido nas respostas
linfocitarias T e B na artrite reumatéide.

Neste sentido, estudos comparativos dos efeitos imunomoduladores da SP
em individuos saudaveis e em doentes com AR poderio ser importantes para a
defini¢o de alteragdes das propriedades imunomoduladoras deste neuropépti-
do na AR. Com efeito, o estudo da ac¢io da SP na funcdo linfocitaria T
podera ser uma abordagem relevante para a compreensio dos mecanismos
imunopatogénicos desta doenga uma vez que diversos trabalhos sugerem um
papel importante das respostas imunologicas mediadas por células T, em
particular por linfocitos CD4* na patogénese da AR (22). De facto, parece
existir uma correlagdo entre a deplecio de linfécitos CD4* e a diminuigio da
actividade da doenga (23-25), e por outro lado a infiltragio da sinovial
reumatdide por células T € um dado bem documentado (26-28). A evidéncia de
f:orrelacﬁo entre a susceptibilidade a doenga e determinados haplotipos HLA-DR é
igualmente consistente com o envolvimento das células T na patogénese da
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doenca, bem como a recente documentacdo de respostas T especificas contra
autoantigénios putativos (29,30).

Um dos possiveis mecanismos para o envolvimento da SP na patogénese da
AR poderia estar relacionado com a presenga de niveis aumentados de SP no
liquido sinovial que por sua vez poderiam alterar a intensidade dos efeitos
imunomoduladores deste neuropéptido, nomeadamente a nivel de linf6citos T
que se sabe possuirem a sua superficie receptores especificos para a SP (31). No
entanto, os dados existentes na literatura relativamente aos niveis de SP no
liquido sinovial de doentes com AR s3o controversos (32,33) e, para além disso,
foi recentemente demonstrado que os nervos contendo SP estdo diminuidos na
sinovia destes doentes (34,35). Outra possibilidade para o envolvimento da SP
na imunopatogénese da AR poderia relacionar-se com um aumento da sensibi-
lidade linfocitaria aos efeitos da SP nos doentes com AR, hipdtese que €
analisada no presente trabalho.

MATERIAL E METODOS
Doentes e controlos saudaveis

Foram realizados estudos do efeito da SP nas respostas linfocitérias prolife-
rativas a mitogénios em 20 doentes com Artrite Reumatoéide diagnosticados de
acordo com os critérios da American Rheumatism Association (36). A idade
média dos doentes era de 50 anos, com limites entre 22 e 69 anos, sendo 6 do
sexo masculino e 14 do sexo feminino. A duragio média da doencga era de 5
anos com limites entre os 2 meses e 0s 25 anos. Em 18 doentes detectaram-se
factores reumatoides IgM no soro. Em 13 doentes foram encontradas erosdes
nos radiogramas e em 7 doentes detectados nédulos subcutineos (Tabela 1)

Quanto a terapéutica na altura do estudo 12 doentes estavam submetidos a
terapéutica de fundo (sais de ouro, cloroquina, penicilina, azatioprina e
salazopirina) em associagdo com AINE e prednisolona em doses inferiores a 10 mg; 4
doentes tomavam apenas anti-inflamatorios ndo esterodides e dois prednisolona
na dose de 7.5 mg por dia (Tabela I).

Simultaneamente foram realizados estudos em individuos saudaveis (n=30),
com idade média de 34 anos com limites entre 23 e 57 anos, sendo 11 do sexo
masculino e 19 do sexo feminino.

Substincia P

Foram avaliados os efeitos de 4 concentragdes diferentes de SP (10710, 108,
1077, 10 M). A solugdio “stock” de SP foi preparada na concentragio de 104 M
dissolvendo SP liofilizada (Sigma) em meio RPMI 1640 (Gibco) e conservada a
temperatura de -20°C. As concentragdes de SP estudadas foram seleccionadas
de acordo com a gama de valores fisiolégicos (aproximadamente 10° M no
sangue periférico e 1077 M nas terminag¢des nervosas). As dilui¢bes para
obtengdo das concentragGes testadas foram igualmente efectuadas em RPMI
1640, na altura da realizagio de cada estudo.
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Tabela I = Dados Clinicos nos doentes com A.R.

Caso Sexo Idade Duracio Factores  ErosBes Nodulos Terepéutica
da doenga  reumatdides
1 F 2 15a + AINE
2 M 43 2m + AINE
3 M % 11 a + AINE
4 F 49 5a - AINE
Metotrexato 7.5 mg/s
5 M 41 7a + Predn. 7 mg/d
6 F 9.5a + Predn. 7.5 mg/d
Azat. 50 mg, AINE
7 F 68 4a + Predn. 10 my/d
Cloroquina
F 5% 5a + AINE
9 F 24 43 - AINE
10 F %) 4m + AINE
11 M 69 17 a + AINE, Cloroquina
. Predn. 7.5 mg/d
2?2 F 69 15 a + Predn. 2.5 mg/d
AINE, Cloroquina
3 F 24 5a + Sais de ouro
AINE
4 F 59 Sa + Sais de auro
Predn. 5 my/d
B F 45 7a + Metotrexato 5 mg/d
Predn. 10 mg/d
AINE
16 F 67 10m + Sais de auro
Predn. 5 m/d
AINE
7 M R 7a + D-penicilanina 300 mg/d
8 M 59 6a Salazopirina 2 mg/d
Predn. 5mg/d
19 ‘ 64 10 a Predn. 10 mg/d
2 4 8m + AINE
Cloroquina

AINE - Anti-inflamat6rio ndo esterfide

Predn - Predhisolona
Azat - Azatioprina
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Isolamento das células monunucleares do sangue periférico (CMSP)

As CMSP foram ispladas em gradiente de Ficoll-Hypaque. Ap6s 3 lavagens
em tampdo fosfato sédico (PBS), pH 7.4, Biomerieux) as células foram.
ressuspendidas em meio completo constituido por RPMI 1640 suplementado
com 15% de soro fetal de vitela (FCS, Gibco), L-glutamina (Gibco) a 4 mM, 100
U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina (Flow). A concentragdo
celular foi ajustada para 1X10° células/ml.

Respostas linfocitarias proliferativas a mitogénios na presenga de SP (37,38)

As células (100 ul, 1X10°) foram cultivadas em quadruplicado em placas de
microcultura (Costar) na presenca de fitohemaglutinina (PHA, 28.6 ug/ml, Sigma)
ou Concanavalina A (Con A,71.4 ug/ml; Sigma) e SP (10710 a 10 M). Nas
culturas controlo (sem Substincia P) adicionou-se RPMI 1640 para uniformiza-
¢do dos volumes.

Foram igualmente efectuadas culturas na presenga ¢ auséncia de SP para
determinacio de viabilidades celulares no final das culturas através do método
de exciusdo do Azul de Trypan (39).

As CMSP foram incubadas durante 3 dias numa incubadora de COz (Grant)
em atmosfera hitmida enriquecida com 5% de CO: a temperatura de 37°C. Oito
horas antes do final das culturas adicionou-se 1 uCi de timidina tritiada
(actividade especifica 25 Ci/mM, Radiochemical Centre Amersham). As células
foram ulteriormente colhidas para filtros de fibra de vidro (Skatron) utilizando
um colhedor automatico (Skatron). Os filtros apds secagem foram colocados
em tubos cintigraficos aos quais foram adicionados 3 ml de liquido cintigrafico
(Butil PBD dissolvido em tolueno, 7 g/1).

A avaliagio da incorporagdo de timidina tritiada no DNA celular foi
efectuada num contador cintigrafico 8 (Beckman, LS-1701). Os resultados
foram expressos em contagens por minuto (cpm) e em percentagens de
variagio (% ») sendo:

cpm ‘das culturas na presenca de SP
%0=( - 1) X 100
cpm das culturas sem SP

RESULTADOS
Efeito da SP nas respostas linfocitdrias proliferativas em individuos sauddveis

As respostas linfocitarias proliferativas de individuos saudaveis 4 PHA na
presenca de diferentes concentragSes do neuropéptido SP estdo apresentadas
na Figura 1. Foi observado um aumento maximo e estatisticamente significati-
vo na incorporagio de timidina tritiada na presenca de SP na concentragdo de
107 M (8.7% + 2.5 EPM; p < 0.005). Nas restantes concentra¢des estudadas
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foram observados aumentos de menor amplitude, atingindo apenas significan-
cia estatistica o aumento observado na concentragiio de 106 M (Fig. 1).

Na Figura 2 encontram-se representados os efeitos da SP nas respostas
linfocitarias proliferativas & Con A, observando-se igualmente na concentragio
de SP 107 M um aumento méximo e estatisticamente significativo das respostas
(20.9 £ 8.6 EPM; p < 0.01). O grau de aumento das respostas & Con A induzido
pela SP ¢ superior ao observado nas culturas estimuladas pela PHA.

Efeito da SP nas respostas linfocitdrias proliferativas em doentes com Artrite
Reumatdide

O efeito de diferentes concentragGes de SP nas respostas proliferativas a
mitogénios esta representado nas Figuras 1 e 2. Verificou-se que a SP induziu
um aumento estatisticamente significativo nas respostas proliferativas 8 PHA
apenas quando presente na concentragdo de 107" M (12.3% + 44 EPM; p <
0.01). No entanto, a percentagem de aumento maximo das respostas proliferati-
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Fig. 1 — Efeito da SP nas respostas linfocitarias proliferativas 8 PHA em doentes com AR (0)
e em individuos saudéveis (M). Os valores representam médias + EPM (erro padrdo
da média) das percentagens de variagdo na incorporag¢io de timidina tritiada de cada
experiéncia. A anélise da significincia estatistica do efeito da SP nas respostas linfoci-
tarias a PHA foi realizada pelo teste emparelhado t Student: comparac¢do entre as
médias de cpm das culturas sem PS versus com SP (e p < 0.05; + p < 0.0]; £ p <
0.001).
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Fig. 2 — Efeito da SP nas respostas linfocitarias proliferativas &4 Con A em doentes com AR (00)
e em individuos saudaveis (). Os valores representam médias = EPM (erro padrio
da média) das percentagens de variagio na incorporagio de timidina tritiada de cada
experiéncia. A andlise da significincia estatistica do efeito da SP nas respostas
linfocitarias 4 Con A foi realizada pelo teste emparelhado t Student: comparagio entre as
médias de cpm das culturas sem SP versus com SP (e p < 0.025; @ p <0.05; + p < 0.01).

vas & PHA foi observada quando a SP foi adicionada as culturas na concentra-
¢do de 108 M (17.9% =+ 10.6 EPM) embora sem atingir significancia estatistica
dada a grande variabilidade no grau de aumento da incorporagio de timidina
tritiada observada nos doentes estudados (Fig. 1). De facto dois doentes
apresentaram um aumento nas respostas linfocitarias 8 PHA de 121.3% (caso 2)
e 132.1% (caso 3), os quais se encontram consideravelmente acima do limite do
intervalo de normalidade (X + 2 DP = 5.2% =+ 38.6) calculado com base nos
resultados dos individuos saudaveis (Fig. 3). Um dos doentes (caso 2) tinha AR
com tempo de evolugdo de apenas 2 meses e com actividade clinica marcada e
o outro (caso 3) era um doente com tempo de evolugdo prolongado (11 anos)
com multiplos nédulos subcutineos e erosdes que tinha sido submetido a
tratamento com sais de ouro no passado.

Relativamente ao efeito da SP nas respostas linfocitarias 8 Con A verificou-
-se que este neuropéptido induziu um aumento maximo € estatisticamente
significativo (28.2% =+ 9.6 EPM; p < 0.025) quando presente na concentra¢do de
10”7 M (Fig. 2). E de salientar que 3 semelhanga do observado em individuos
normais, o efeito da SP foi mais pronunciado no caso das respostas proliferati-
vas & Con A. Nas respostas a este mitogénio, foi também observada grande
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Fig. 3 — Distribui¢do dos valores da percentagem de variagio na incorporagfo de timidina
tritiada por linfécitos de doentes com AR estimulados pela PHA e Con A. Os
simbolos representam a percentagem de variagio nos doentes. As linhas a tracejado
representam os limites do intervalo de normalidade (média + 2 DP) calculado para os
individuos saudéveis. Os tragos a cheio representam a média das percentagens de
variagdo verificadas nos individuos saudaveis.

variabilidade no efeito da SP nos diferentes doentes estudados, particularmente
na concentragio de SP de 108 M. De facto, na presenca desta concentragio
dois doentes apresentaram percentagem de aumento 135.7% (caso 11) e 110.9%
(caso 15) da incorporac¢do de timidina tritiada nas culturas estimuladas pela
Con A consideravelmente superior ‘ao limite do intervalo de normalidade
calculado com base nos resultados dos individuos saudadveis (X 2 DP=3.6 =
28.8). Ambos os doentes apresentavam formas graves de AR com longo tempo
de evolugdo (7 e 17 anos, respectivamente), com presenga de nddulos e erosdes
e que na altura do estudo estavam a ser submetidos a terapgutica imunossu-
- pressora.

Andlise dos efeitos da SP em diferentes subgrupos de doentes com Artrite
Reumatoéide

A Tabela II mostra que ndo existe uma correlagdo clara entre caracteristi-
cas clinicas dos doentes com AR e o efeito da SP na concentragdo que induz
um aumento estatisticamente significativo nas respostas 4 PHA. E de salientar
no entanto, que a média do efeito imunomodulador positivo da SP apresenta
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TABELA II. RELAGAO ENTRE AS CARACTERISTICAS CLINICAS E O EFEITO DA SP ( 107M)
NAS RESPOSTAS LINFOCITARIAS A PHA EM DOENTES COM AR.

Caracteristicas % de variagdo na incorporacdo de timidina n p
clinicas tritiada (média ¥ EPM)

Duracdo da doenga

< {1 ano 9.2 ¥ 9.3 4 NS

> 1 ano 124Y 25 15
Erosdes

- 7.6 244 6 NS

+ 16.5 ¥ 22.7 12
N6dulos .

- 5.0 19.5 11 NS

+ , 20.6 ¥ 23.8 7
Terapéutica imunossupressora

- 7.9t 18,9 11 NS

+ 17.2 ¥ 26.9 7

n = nimero de doentes

valores mais elevados no subgrupo de doentes com duragio da doenca
superior a um ano, bem como nos subgrupos com presenca de erosdes e
ndédulos e ainda nos casos sob terapgutica imunossupressora, apesar de as
diferencas observadas entre os subgrupos de doentes ndo atingirem significin-
cia estatistica. Identicos resultados foram encontrados quanto aos efeitos da SP
nas respostas linfocitarias 4 Con A (dados ndo apresentados).

Comparaciio dos efeitos da substincia P nas respostas proliferativas linfocita-
rias dos doentes versus normais

A comparagio dos efeitos- imunomoduladores da SP (10710 a 106 M) nas
respostas linfocitarias a ambos os mitogénios nos doentes com AR e individuos
saudaveis ndo revelou diferengas estatisticamente significativas entre os dois
grupos. No entanto, foi observada uma tendéncia para um efeito aumentador
mais pronunciado da SP nas respostas linfocitarias a ambos os mitogénios nos
doentes com AR (Figs. 1 e 2).
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DISCUSSAO

Os trabalhos que levantam a hipdtese de um envolvimento do Sistema
Nervoso Central e Periférico nos diversos mecanismos etiopatogénicos da
Artrite Reumatdide baseiam-se fundamentalmente em evidéncia clinica cir-
cunstancial, como por exemplo a influéncia de lesSes do Sistema Nervoso na
histéria natural da AR (10,11), e ainda em modelos animais em que os efeitos
deste neuropéptido no processo inflamatério e na evolugdo da artrite foram
documentados (6). Os estudos em doentes com artrite reumatéide tém-se no
entanto limitado a determinacdo dos niveis de substidncia P nos liquidos
sinoviais com resultados controversos (32,33) ¢ 4 andlise da distribui¢io €
nimero das termina¢des nervosas na sinovia com imunomarcagio para Os
diversos neuropéptidos (34,35). Apesar de alteragdes destes ultimos pardmetros
poderem constituir uma explicagdo possivel para o envolvimento do Sistema
Nervoso na patogénese da doenga, pode-se admitir como hipétese alternativa
ou complementar, que o envolvimento do neuropéptido substincia P tenha
lugar através de uma sensibilidade anémala dos linfécitos T de doentes com
AR aos efeitos imunomodulatérios do neuropéptido, recentemente descritos em
individuos saudaveis. A analise desta hipotese, ndo previamente testada na
literatura internacional, constituiu o objectivo principal deste trabalho e € tanto
mais relevante quanto é certo que a possibilidade do envolvimento dos
linfécitos T na patogénese da doenga tem encontrado muito recentemente
interessantes argumentos favoraveis (40-42). Os resultados obtidos revelam que
os linfocitos T dos doentes com AR sio susceptiveis aos efeitos imunomodula-
torios da substincia P em molaridades semelhantes s das concentragdes
existentes em certos tecidos e fluidos humanos em situagdes fisioldgicas (43).
Por outro lado foi possivel na nossa série de 30 controlos saudaveis confirmar
pela primeira vez na literatura internacional os resultados de Payan (19) numa
série de apenas 8 individuos saudéveis.

A comparagdo dos resultados obtidos em doentes versus- controlos mostra
uma tendéncia para o efeito imunomodulatério T positivo em respostas a
mitogénios ser globalmente superior nos doentes quando comparados com os
controlos, apesar desta diferenca nio atingir significincia estatistica. Um dos
aspectos mais interessantes do trabalho tem no entanto a ver com a maior
variabilidade na distribui¢gio dos valores individuais nos doentes, quando
comparados com os saudaveis, existindo mesmo um subgrupo de doentes em
que o efeito imunomodulatorio da SP apresenta valores muito acima dos
limites da normalidade. Varias hipoteses podem ser consideradas para explicar
esta sensibilidade linfocitaria aumentada aos efeitos do neuropéptido neste
subgrupo de doentes. Assim, é possivel admitir a existéncia de uma alteragdo
do nimero de receptores especificos para SP a superficie dos linfdcitos destes
doentes. De facto, ha evidéncia a favor da inducibilidade de receptores da SP
em individuos saudaveis apds activagdo linfocitaria (31). Deste modo, o facto
dos doentes com AR apresentarem um ndmero elevado de linfécitos T activa-
dos (44-46) permite especular sobre a hipdtese de doentes com um niimero
aumentado de linfécitos T activados possuirem uma sensibilidade linfocitaria
aos efeitos da SP também aumentada.
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A anélise mais detalhada desta hipétese é possivel atraves da realizagdo de
estudos sobre o efeito da SP em linfécitos do liquido sinovial dos doentes e sua
relagdo com alteragSes nas subpopulagdes de linfécitos que se sabe serem mais
marcadas a nivel do liquido sinovial (47). .

Um outro aspecto interessante dos resultados tem a ver com a existéncia de
uma tendéncia para um efeito aumentador da SP mais acentuado nos doentes
com formas mais graves de AR, nomeadamente nos que apresentavam erosdges,
nédulos e naquelas em que era administrada terap&utica imunossupressora,
apesar de esta tendéncia ndo ter, com os niimeros actuais, atingido diferencgas
estatisticamente significativas.

Em conclusdo, neste trabalho, para além de se confirmar o efeito imunomo-
dulatério T do neuropéptido substancia P em 30 controlos saudaveis, previa-
mente descrito por Payan numa série de 8 individuos, verificou-se que também
os linfécitos de doentes com AR sdo sensiveis ao efeito imunomodulatério T
deste neuropéptido, identificando-se um subgrupo de doentes com sensibilida-
de claramente aumentada & substincia P. Estes resultados sdo consistentes
com a possibilidade de, pelo menos em alguns doentes ou em certas fases da
AR, o envolvimento da SP na etiopatogénese da doenca se operar através de
uma sensibilidade aumentada de células efectoras do Sistema Imune.
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Exmo.(s) Colega(s) / Senhor(es):

A Sociedade Portuguesa de Reumatologia tem o prazer de vos enviar as suas publicagdes:
«ACTA REUMATOLOGICA PORTUGUESA> (revista de documentagédo médica reumatologica) e
«BOLETIM INFORMATIVO» (noticidrio de informagdo reumatoldgica, do Pais e do Estrangeiro).

Sdo ambas publicadas trimestralmente (Margo, Junho, Setembro e Dezembro) e distribuidas
aos Membros da Sociedade e, tanto quanto possivel, a InstituicBes médicas e cientificas,
nacionais e estrangeiras (Ligas e Centros de Reumatologia e afins; Faculdades de Medicina;
Universidades e Centros de Investigagdo; Sociedades Médicas e Cientificas;, Hospitais e Servigos
Clinicos; Revistas e Jornais Médicos), com permuta de publicagées e de planos de investigagéo e
de actividade cientifica, clinica e social.

A Sociedade agradece os nomes e enderegos de InstituigGes deste tipo existentes no Pais.

Cobnscia de que os problemas criados pelas doengas reumatismais transcendem o &mbito
médico e devem também interessar toda a comunidade, a Sociedade distribui o seu »Boletim
Informativo» também a Entidades oficiais e particulares, a Meios de Informagdo (Imprensa TV e
Rddio) e a Laboratdrios de produtos quimicos farmacéuticos, em Portugal. .

Gratos pela vossa cooperagdo, subscrevemo-nos com as mais cordiais saudagoes.

Cher(s). Collégue(s) / Monsieur (Messieurs).

La Société Portugaise de Rhumatologie est trés heureuse de vous remettre ses publications
ACTA REUMATOLOGICA PORTUGUESA~ (revue de docummentation médicale rhumatologique)
et le <BOLETIM INFORMATIVO» (bulletin d'information rhumatologique du Pays et de I'Etranger).

Ces deux publications trimestrielles (mars, juin, septembre, décembre) sont distribuées aux
Membres de la Société et, tant que possible, a quelques Instituitions médicales et scientifiques du
Pays et I'Etranger (Ligues et Centres de Rhumatologie ou alliés; Ecole de Médecine; Universités et
Centres de Recherche Scientifique; Sociétés Médicales et Scientifiques; Hépitaux et Services
Cliniques; Revues et Journaux Médicaux), avec I'échange de publications et de plans de recherche
et d’activité scientifique, médicale et sociale.

Nous serions trés reconnaisants de nous faire parvenir les noms et les adresses de ces
Instituitions chez vous.

En vous remerciant d'avance votre coopération, nous vous prions d’agréer l'assurance de nos
sentiments les plus distinguées.

Dear Colleague(s) / Sir(s)

The Portuguese Society of. Rheumatology is very good to send you the publications: The
«ACTA REUMATOLOGICA PORTUGUESA> (review of medical documentation) and the «<BOLETIM
INFORMATIVO> (bulletin on rheumatological information).

Both publications, appearing every three months (March, June, September and December)
are distributed to the Members of the Society and, as much as possible, to the medical and
scientific institutions from our own country or foreign ones — Leagues and Centres of Rheuma-
tology or allied ones; Medical Schools; Universities and Centres of Scientific Research; Medical
and Scientific Societies; Hospitals and Clinical Units; Medical Reviews and Newspapers.

We intend to exchange publciations and information about the plans of research and of scien-
tific, medical and social activity or connected subjects. We will thank you very much to your giving
us the names and adresses of those institutions in your Country.

Thanking you for your cooperation, with kind regards.
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