Analise quantitativa das ceélulas de
Langerhans em mucosa bucal de pacientes

alogénico com doenca enxerto contra
hospedeiro crénica

Eviba Sinara Lenhare Onti-Raduan

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de Sé&o
Paulo, como parte dos requisitos para a obtencao
do titulo de mestre em Odontologia, area de
Patologia Bucal.

BAURU
2007




Analise quantitativa das células de
Langerhans em mucosa bucal de pacientes
submetidos ao transplante de medula 6ssea

alogénico com doenca enxerto contra
hospedeiro crénica

L]
- ’ .
L e
o~ o
!T“ ;I"'Ip':"“

S

"
49‘ -
!
! .

Eviba Sinara Lenhare Onti-Raduan

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de Sé&o
Paulo, como parte dos requisitos para a obtencao
do titulo de mestre em Odontologia, area de
Patologia Bucal.

Orientador: Prof. Dr. Luis Anténio de Assis Taveira

BAURU
2007




Orti-Raduan, Erika Sinara Lenharo

Or8a Andlise quantitativa das células de Langerhans em
mucosa bucal de pacientes submetidos ao transplante
de medula 6ssea alogénico com doenca enxerto contra
hospedeiro crénica/ Erika Sinara Lenharo Orti-Raduan. -
- Bauru, 2007.
74p.: il.; 30cm.

Dissertacao. (Mestrado) -- Faculdade de Odontologia
de Bauru. Universidade de Sao Paulo.

Orientador: Prof. Dr. Luis Antbnio de Assis Taveira.

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a
reproducdo total ou parcial desta dissertacdo, por processos
fotocopiadores e outros meios eletronicos.

Assinatura:

Data:

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Amaral Carvalho.
Protocolo n°: 05/07
Data: 09 de marco de 2007.




DADOS CURRICULARES

Enita Sinara Lenharo Onti-Raduan
19/11/1974 Nascimento
Botucatu — SP
Filiagéo Vera Lucia Lenharo Orti
Silvio Orti
1997 — 2002 Curso de Graduacao em Odontologia pela Universidade do

Sagrado Coracdo — USC

2004 - 2007 Estagiaria do Laboratério de Patologia do Hospital Amaral
Carvalho, Jau - SP

2005 - 2007 Curso de Mestrado em Patologia Bucal pela Faculdade de

Odontologia de Bauru da Universidade de S&o Paulo



DEDICATORIA

Dedica este trabialhe ac meu amade filhe
Ramis Henrigue Onti Raduan.

U vece tode ¢ meu amor!



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao meu esposo Ramis por estar ao meu lado em todos os
momentos esperando minha volta e permitindo minha auséncia, a vocé todo o

meu amor.

Ao meu filho Ramis Henrique o maior guerreiro de todos, foi sua
sabedoria que me ajudou nos momentos dificeis, vocé meu filho foi, o alicerce

deste trabalho, pois seu amor me permitiu conclui-lo

Aos meus pais, Silvio e Vera, meus maiores exemplos de vida, tudo
qgue sou é fruto da educacédo que me proporcionaram, me ensinando sempre a

ser solida em meus propdésitos, essa conquista de hoje eu divido com vocés.

A minha irma Maira pelo apoio, carinho, por todos os momentos que

vivemos e principalmente pela nossa cumplicidade.
A minha madrinha Cleusa, sempre presente em minha vida.

Aos meus avos paternos Vitdrio (em memoria) e Maria e maternos
Izidora (em memoéria) e Pedro (em memdria) pela presenca constante em

minha infancia e pelos exemplos de vida.

Aos meus sogros Ramis (em memoéria) e Vomilda, pelo respeito e

carinho que sempre tiveram comigo.

AGRADECO A DEUS,

simplesmente pela oportunidade da vida...



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luis Antdnio de Assis Taveira, pela orientacdo deste
trabalho, pela confianca estimulo e amizade, muito obrigada.

Ao Dr. Adauto José Ferreira Nunes, por viabilizar a realizacéo
deste trabalho, seu rigor cientifico e dedicacdo despertaram em mim o0 gosto

pela pesquisa e a admiracdo pelo ser humano que voceé é.

Ao prof. Dr. Alberto Consolaro, pelo carinho, confianca e pela

oportunidade de cursar este curso de mestrado.

A profa. Dra. Vanessa Soares Lara, por meu permitir primeiro

contato como “docente” com a graduagao, muito obrigada.

A profa. Dra. Denise Tostes Oliveira, obrigada por tornar possivel
a aquisicdo das fotomicrografias, com a qualidade que elas se apresentam

neste trabalho, pela amizade e pelo carinho que sempre teve comigo.

Ao prof. Dr. Dejair, pelo respeito conferido a mim desde a

graduacéo, vocé sempre acreditou em mim.

Ao prof. Dr. Casati, meu mestre desde a graduacédo, o senhor é
para mim um exemplo de carater e profissionalismo, em seu home gostaria de
agradecer a todos os professores da minha graduacdo da Universidade do
Sagrado Coracéo de Jesus.

Aos professores Dr. Ivaldo Gomes de Moraes e Dr. Roberto

Brandao Garcia, pelo carinho que tiveram comigo durante o mestrado.

Aos funcionéarios e ex-funcionarios da Disciplina de Patologia da
Faculdade de Odontologia de Bauru Cristina, Fatiminha, Oziel, Rodrigo e

Valdir, pelo respeito, carinho e presteza.

Vi



Aos colegas de mestrado Ana Carolina, Carlos, Erika, Janaina e

Simone pelas experiéncias compartilhadas.

A todos os colegas de pdés-graduacgao, pela amizade e pelos bons
momentos, em especial, Bethania, Tiago, Renato, Tadashi, Suzana, Renata
Consolaro, Camila, Patricia, Aroldo, Eric, Jodo Adolfo, Karen, Melaine,

Michele, Milton, Roberta, Ronan e Wagner.

A Rosério uma amiga que sempre esteve ao meu lado em todos o0s

momentos, obrigada por tudo que fez por mim.

Aos amigos Fernando, Janaina e Marcela e Roberta Garcia, pelos

bons momentos que compartilhamos e pela amizade que construimos.

As minhas amigas, Marta e Simone, nossa amizade verdadeira é
fruto do respeito e lealdade cultivados entre nés, vocés estardo sempre

comigo.

A Mariela, pela amizade, apoio e prontiddo que foram

imprescindiveis em muitos momentos.

A minha professora da graduac&o e amiga Leda Franciscone, pela
lealdade que sempre teve comigo, obrigada pelos bons ensinamentos e

conselhos.

Aos cunhados e cunhadas da Loja Magbnica Honra, Amor e
Caridade, pela acolhida.

Aos amigos de Bariri, Elisabete, Sérgio, Sidnéa, Cassio, Magda,
Moreto, Rita, Airton, Denise, Camacho, Celina, Eduy, Fernando, Tereza,
Célia, Pacheco, Eliana e Ana Maria, pelo carinho que sempre tiveram com
minha familia, pela amizade sincera e por poder contar com vocés em todos 0s

momentos durante a realizacéo deste trabalho.
Ao Prof. Dr. Lauris pela realizacao da andlise estatistica.

A Tania Cestari pela disponibilidade com que sempre me recebeu e
por toda a dedicagéao.

vii



A todos os funcionarios da Secretaria de PoOs-graduacdo da
Faculdade de Odontologia de Bauru, em especial a Giane e a Ana Leticia,

pela prontidao.

A todos os funcionarios da Biblioteca da Faculdade de
Odontologia de Bauru, em nome de Cybelle de Assumpcdo Fontes, pelo

auxilio e orientacfes no transcorrer do curso e pela amizade.

viii



AGRADECIMENTOS AO HOSPITAL AMARAL CARVALHO

Ao Dr. Luiz Aguinaldo Ricetto Pegorari, pela dedicacdo pessoal

em permitir minha permanéncia no Hospital Amaral Carvalho, Jau - SP.

Ao Dr. Fausto De Chiachio Guimaréaes diretor clinico do Hospital
Amaral Carvalho, Jau - SP, pela atencdo e dedicacdo na viabilizacdo deste

trabalho.

A Dra. Claudia Teresa de Oliveira, por toda a ajuda a mim

oferecida.

Ao Dr. Vergilio Antonio Rensi Colturato, pela atencdo e pela

oportunidade de realizacéo desta pesquisa.

Ao chefe do servico de Anatomia Patologica do Hospital Amaral
Carvalho, Jau - SP, Dr. Francisco Carlos Quevedo, e aos demais médicos
Dr. Adauto José Ferreira Nunes e Dr. Francisco Alves Moraes Neto, pela

oportunidade de realizagcéo desta pesquisa.

Aos funcionarios do Hospital Amaral Carvalho do Servico de
Anatomia Patologica Alessandra, Clara, Daniela, Erica, Joice, José
Adalberto, Lilian, Maria Lucia, Paulo, Silvana, Telma, Vanessa, Virginia,
Viviane e Patricia do setor de anestesiologia, compartilhei com vocés
momentos de muita alegria, cada um a sua maneira contribuiu para a

realizacdo deste trabalho.

Aos “meus” pacientes do Hospital Amaral Carvalho por me

ensinarem o valor da vida....

Muite Obrigada!



AGRADECIMENTOS INSTITUCIONAIS

A Faculdade de Odontologia de Bauru — Universidade de S&o Paulo,

na pessoa do seu diretor Prof. Dr. Luiz Fernando Pegoraro.

A Comissdo de Pés-Graduacdo da Faculdade de Odontologia de
Bauru — USP, na pessoa de sua presidente Profa. Dra. Maria Aparecida de

Andrade Moreira Machado.

Ao Curso de Pos-graduacdo em Patologia da Faculdade de
Odontologia de Bauru — USP, na pessoa do seu coordenador Prof. Dr. Luis

Antdnio de Assis Taveira.

Ao Hospital Amaral Carvalho, Jau — SP, na pessoa do seu diretor Dr.

Fausto De Chiachio Guimaraes.

A CAPES, pelo auxilio pecuniario.



"Samas e que nepetidamente fazemas. U exceléncia,
pastante, nde é um feito, mas um hdbite.”

(istdteles

Xi



RESUMO

A doenca enxerto contra hospedeiro é uma complicagdo comum nos
pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea alogénico. Com o
objetivo de contribuir para o esclarecimento da participacdo das células de
Langerhans na doenca enxerto contra hospedeiro crénica (GVHDc) quando de
sua ocorréncia na mucosa bucal, foram analisados 40 pacientes onco-
hematoldgicos e hematoldgicos submetidos ao transplante de medula 6ssea
alogénico no Hospital Amaral Carvalho, Jau - SP. Cortes microscopicos de 3um
de espessura da mucosa jugal com padrdo de normalidade (controle - 20
pacientes) e de pacientes transplantados com e sem GVHDc, foram avaliados
em hematoxilina e eosina e pela técnica imuno-histoquimica padrao da
estreptavidina-biotina-peroxidase utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-
CDla. As células de Langerhans imunomarcadas foram quantificadas no
epitélio da mucosa jugal, sendo o0 numero médio destas células
estatisticamente comparado entre 0s pacientes controle e 0s pacientes
transplantados com e sem GVHDc. Os resultados demonstraram um maior
namero de células de Langerhans na mucosa jugal dos pacientes com GVHDc
guando comparado aqueles sem GVHDc e ao grupo controle (p=0,001). Foi
observado também, a presenca de intenso infiltrado inflamatério crénico,
justaepitelial, com desorganizacdo das células da camada basal do epitélio,
com vacuolizacdo celular, satelitose, corpusculos acidofilicos e ocorréncia de
clivagem entre e o epitélio e o tecido conjuntivo nos pacientes que
desenvolveram GVHDc. Estes resultados sugerem que a células de
Langerhans participa da doenca enxerto contra hospedeiro crénica na mucosa
jugal dos pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea alogénico,
sendo provavelmente recrutadas pelo processo inflamatério e imunopatolégico

que caracteriza esta doenca.

Palavras-chave: transplante alogénico de medula 6éssea; células de

Langerhans; leucemia.
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ABSTRACT

Quantitative analysis of Langerhans cells in oral mucosa of patients
treated with allogeneic bone marrow transplantation with chronic graft

versus host disease

The graft versus host disease (GVHD) is a common complication in
patients submited to alogeneic bone marrow transplantation. To understand the
role of Langerhans cells in chronic GVHD (cGVHD) in oral mucosa, we
analyzed 40 oncohematological or hematological patients who received
alogeneic bone marrow transplantation at Hospital Amaral Carvalho, Jau - SP.
Slices of 3um from normal oral mucosa (control — 20 patients) and transplanted
patients with and without cGVHD were analyzed by hematoxylin-eosin
technique and conventional immunohistochemistry of streptavidin-biotin
peroxidase technique for monoclonal antibody anti-CDla. The immunomarked
Langerhans cells were quantified in the epithelium of oral mucosa; the average
number of these cells was statistically significant when compared to the control
group and patients with and without cGVHD. The results showed higher number
of Langerhans cells in oral mucosa of cGVHD when we compared the control
group and the group of patients with and without cGVHD (p=0,001). We also
observed the presence of chronic juxtaepithelial inflammatory infiltrate, with
basal layer epithelium desorganization, vacuolization, satellitosis, acidophilic
bodies and presence of gap between epithelium and connective tissue of
patients with cGVHD. These results suggest that Langerhans cells may have a
role in cGVHD of oral mucosa in patients submited to alogeneic bone marrow
transplantation, and they may be recruited by inflammatory and

immunopathologic process that are characteristic in this disease.

Keywords: bone marrow transplantation; Langerhans cells; leukemia.
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Introducgédo e Sintese Bibliogréafica

1 INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

1.1 TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA (TMO)

Denomina-se transplante de medula 6ssea (TMO) ao procedimento
terapéutico em que é realizada a infusdo venosa de células do tecido
hematopoiético, com a finalidade de restabelecimento da hematopoese. O
transplante de medula 6ssea pode ser usado para tratar defeitos adquiridos
apresentados pelo sistema hematopoiético ou pelo sistema imune, uma vez
que ambos os tipos celulares se desenvolvem a partir de uma célula
indiferenciada comum':21023.2629.33.3437.4041 = 5 TMQO ¢ utilizado ainda no
tratamento de diversas doengas onco-hematolégicas, como as leucemias e a
mielodisplasia; no tratamento de doengas hematoloégicas, como aplasia de
medula O6ssea e também, no tratamento de doengas oncoldgicas, como os

tumores sdlidos de testiculo, de mama e de ovario™'%:15:16,23.26,29,33,34,37,40,41

A preparagcdao do paciente para a realizacdo do transplante de
medula 0ssea consiste na utilizagdo de radiagao e quimioterapia no intuito de
depletar suas células medulares, permitindo que as células-tronco
transplantadas colonizem a medula 6ssea e se estabelegam num ambiente
apropriado. Células-tronco alogénicas sao rapidamente rejeitadas mesmo por
um hospedeiro minimamente imunocompetente e, portanto, o hospedeiro e o
doador devem ter sua compatibilidade cuidadosamente testada para todos os
loci polimérficos do MHC'. Além disso, para se evitar a rejeicdo das células
transplantadas € necessario suprimir fortemente o sistema imune do
receptor/hospedeiro para permitir a efetivagdo e o sucesso do transplante de

medula dssea alogénico™.

Mesmo apds o enxerto bem sucedido, dois problemas adicionais sao
frequentemente associados ao transplante de medula éssea, sendo eles: a

imunodeficiéncia e a doenca enxerto contra hospedeiro’.
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1.2 DOENCA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO — DECH/GVHD

A doenga enxerto contra hospedeiro (DECH) ou graft-versus-host-
disease (GVHD) é a maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes

que foram submetidos ao transplante de medula éssea?’.

A GVHD ocorre quando os linfécitos T ativados da medula
transplantada reconhecem como estranhos os antigenos do complexo de
histocompatibilidade do hospedeiro, proliferando e atacando os tecidos do

mesm026,33,40

. Diferengas genéticas em antigenos de histocompatibilidade
maiores ou, pelo menos, menores sdo uma necessidade absoluta por definicao

para o desenvolvimento de GVHD*¢3*,

BILLINGHAM’, em 1966, descreveu os trés eventos classicos para o
inicio da GVHD:

®» presencga de células imunocompetentes do doador capazes de
reconhecerem como estranhos 0s antigenos de

histocompatibilidade do hospedeiro;

» diferengas geneticamente determinadas de histocompatibilidade

entre o doador e o receptor;

®» o hospedeiro deve ser incapaz de reagir contra 0 processo

desencadeado.

Durante a GVHD, o hospedeiro pode apresentar varias
manifestacdes clinicas, patolégicas e imunoldgicas que, geralmente, ocorrem
durante os quatro primeiros meses apos o transplante de medula Ossea
alogénico e sao causadas pelas toxicidades do condicionamento pré-
transplante, por infec¢gdes, por disturbios imunoldogicos inerentes ao
procedimento, por alteragdes do sistema hematopoiético e pelo uso intensivo

de diversos medicamentos®.

Duas formas de GVHD tém sido descritas: a aguda (GVHDa) e a
cronica (GVHDc), de acordo com a época de aparecimento das manifestagdes
clinicas. Na forma aguda as manifestagbes surgem antes dos 100 dias apds o

transplante e é caracterizada pelo envolvimento da pele, do figado e do trato



Introducgédo e Sintese Bibliogréafica

gastrointestinal, incluindo a mucosa bucal'®®. A forma crénica, que surge ou
se mantém apds este periodo (100 dias), acomete os mesmos 6rgaos que a
forma aguda e envolve ndo somente a citotoxicidade, mas também uma
alteragdo da fungdo imune do receptor®®3**. GVHDc é uma complicagéo

comum e séria apds transplante de medula 6ssea *’.

A mucosa bucal é afetada em ambas as formas de GVHD, sendo a
morbidade oral altamente significante36. As alteragdes microscopicas
observadas sao: atrofia do epitélio com degeneracéo hidrépica das células da
camada basal, presengca de corpos acidofilicos, satelitose e infiltrado
linfocitario, entretanto, estas alteragcbes também podem estar associadas ao

uso de drogas imunossupressoras .

Em 1995, HORN et al'®. publicaram uma proposta para classificagao

da GVHDc em mucosa bucal:

®» Grau 1: vacuolizagdo das células da camada basal, moderado

infiltrado linfocitario, moderada exocitose de linfocitos no epitélio;

®» Grau 2: vacuolizagdo das células da camada basal, células
epiteliais disqueratdticas, necrose de queratindcitos com
satelitose, moderado a intenso infiltrado linfocitario na

submucosa e moderada exocitose de linfécitos no epitélio;

®» Grau 3: separacao focal entre o epitélio e o tecido conjuntivo,
intenso infiltrado linfocitario em banda no tecido conjuntivo
subjacente, inumeras células epiteliais disqueratéticas e intensa

exocitose linfocitaria;

®» Grau 4: separagao total entre o epitélio e o tecido conjuntivo

subjacente.

Estudos imuno-histoquimicos utilizando anticorpos monoclonais
investigaram a natureza das populagbes de células linféides envolvidas na
GVHD bucal, entretanto os resultados sao variados. Alguns autores relatam

+ 16,26

predominancia de células T CD4 , enquanto outros mostraram haver um

predominio de células T CD8* " Juntamente aos linfécitos T que reagem
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contra os antigenos de histocompatibilidade do hospedeiro, agentes
infecciosos podem ser fatores predisponentes para o desenvolvimento de
GVHD*. As células T citotoxicas representam uma parte importante na

patogénese de lesdes liquendides bucais em pacientes com GVHDc'.

Experimentos feitos em mucosa lingual de ratos com GVHD
sugerem que as células de Langerhans do hospedeiro s&o responsaveis pela
apresentagdo dos antigenos durante a indugédo da resposta imune local™®. Por
outro lado, estudos de GVHD em pele de ratos registraram que células de
Langerhans do hospedeiro podem persistir na pele apds o transplante de

medula 6ssea e sdo responsaveis pela indugdo da GVHD'"27:2829,

1.3 CELULA DE LANGERHANS

Em 1868, Paul Langerhans®®®, um estudante de medicina

interessado na anatomia de nervos da pele, descreveu uma populagdo de
células de formato dendritico, localizadas nas camadas suprabasais da
epiderme, usando uma técnica de impregnagao por cloreto de ouro. Estas
células foram posteriormente identificadas em quase todos os epitélios
escamosos estratificados dos mamiferos. Por muitos anos, estas células foram
consideradas como células ectodérmicas, artefatos, melandcitos ou elementos
neurais, tais como as células de Schwann'®?°. Entretanto a funcéo das células
de Langerhans permaneceu desconhecida até os anos de 1960 e 1970,

quando marcadores mais especificos foram descobertos®'.

As células de Langerhans representam um subconjunto exclusivo
das células dendriticas presentes no epitélio da pele e mucosas, servindo como
um mecanismo protetor nesta barreira fisica, iniciando tanto respostas inatas
quanto imunes e agindo, desse modo, como sentinelas imunologicas
2516.2421.2829 F|as fazem parte de uma familia de células apresentadoras de
antigenos (APCs) oriundas de progenitores da medula 6ssea com capacidade
para interagir com os linfocitos T e B e modular as suas respostas®®2°%2. As
células de Langerhans sdo capacitadas para processar antigenos estranhos

presentes nas mucosas e na pele. Com a ativacdo, ha um aumento da
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expressdao de MHC classe Il e de moléculas co-estimulatérias, apds isso,
células de Langerhans migram para os noédulos linfaticos de drenagem e
iniciam respostas imunes para sensibilizar células T especificas, tendo um

papel chave como sentinela da imunidade da pele®®8,

Postula-se que as Células de Langerhans migram mesmo durante o
estado de equilibrio para manter ou induzir a tolerancia periférica para os
antigenos da pele, os quais podem ser criticos para prevengao da doenga auto-
imune neste 6rgao®.

Essas células exibem aspectos ultra-estruturais

peculiares®?%2930:32

,sendo eles: nucleo denteado ou lobulado, aparelho de
Golgi bem desenvolvido, auséncia de melanossomas e de tonofilamentos e
presenca de granulos de Birbeck, sendo esta caracteristica considerada
exclusiva e aparentemente relacionada com o processo de endocitose de

particulas estranhas®.

Os granulos de Birbeck ndo representam organelas isoladas, mas
sim, fragmentos do reticulo endossomal continuo que constitui uma estrutura
tubular peculiar envolvida no fendbmeno de processamento de antigenos
capturados®?2°_ A presenca de organelas intracelulares Unicas com granulos
de Birbeck e a expressdo de moléculas de ligacdo de lecitina de Langerin, a
qual constitutivamente se liga ao granulo de Birbeck, distinguem estas células

das demais células dendriticas?®.

As fungcbes das células de Langerhans s&o: captagao,
processamento e apresentagdo antigénica, migracdo celular, expressdo de
moléculas co-estimulatdrias, interagdo com linfocitos T, secrecéo de citocinas e

ativacdo da resposta imune especifica® 4?29,

MERAD et al.?®, em 2004, demonstraram que as células de
Langerhans permanecem na pele ao longo da vida e sdo substituidas, por
precursores de medula 6ssea somente durante danos inflamatérios. A
estabilidade notavel das células de Langerhans na pele contrasta com a
populacdo de células dendriticas em outros 6érgaos, pois na pele, resiste a

constante substituicdo pela circulagado dos precursores de medula éssea.
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Os principais marcadores expressos pelas células de Langerhans e
identificados pela técnica da imuno-histoquimica sdo os seguintes: receptores
de superficie para Fc-lgG e C3, participantes da captagdo antigénica,
antigenos de histocompatibilidade classe | e classe Il (HLA-DR, HLA-DQ e
HLA-DP), envolvidos na apresentagao antigénica aos linfocitos T, moléculas de
superficie CD54 (ICAM-1), CD11a (LFA-1) e CD29 (VLA), responsaveis pelos
mecanismos de interac&o celular, moléculas citoplasmaticas como o antigeno
CD68, e os antigenos de superficie CD45, comum aos leucocitos, CD4,
originalmente restrito aos linfécitos T helper e CD25, que constitui um receptor

para a IL-2, sendo por isso considerado um marcador de ativagcédo celular,
17,24,25,29,35

Para PITIGALA-ARACHCHI et al.®® (1989), a maioria dos
marcadores citados também é expressa por outras células imunocompetentes
como os macrofagos e os linfécitos T e B, ndo sendo, portanto, exclusivos das
células de Langerhans. Segundo HART'’ (1997), a marcacdo CD68 das células
dendriticas limita-se a uma distribuicdo perinuclear, enquanto que nos
macrofagos essa marcagdo € mais citoplasmatica e difusa. De acordo com
DIFRANCO et al’. (1984), LOMBARDI et al.?®(1993), os marcadores que
melhor identificam as células de Langerhans sdo as glicoproteinas de
superficie CD1, especialmente a CD1a, que parece ser exclusiva das referidas
células e seus precursores, e a proteina S-100, embora esta identifique

especialmente células de origem neural.

Segundo LOMBARDI et al.*® em 1993, dentre os marcadores ja
mencionados, a molécula de superficie CD1a constitui a mais importante na
identificacdo das células de Langerhans no epitélio humano. A expressao
desse antigeno sobre as células precursoras monociticas é induzida por
citocinas, como o TNF-a, a IL-14, a IL-6 e o GM-CSF, secretadas pelos
queratindcitos, conforme afirmam ATHANASAS-PLATSIS et al.* e MERAD et
al.?®. Para estes autores, a expressdo da molécula CD1a manifesta-se desde a
primeira etapa da transicao da célula precursora para a célula de Langerhans

propriamente dita.

Além da apresentacdo de peptidios associada ao MHC, ha mais um

sistema de apresentacdo de antigenos lipidicos. A molécula nao-polimdrfica
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semelhante a classe | CD1 é expressa em varias APCs e epitélios e apresenta
antigenos lipidicos a populagdes incomuns de linfocitos T nao-restritos ao
MHC. Estudos em linhas clonadas derivadas de linfocitos T indicam que varias
células podem reconhecer antigenos lipidicos apresentados por células CD17,

estas incluem linfocitos T CD4", CD8™".

1.4 CELULAS DE LANGERHANS NA DOENGCA ENXERTO CONTRA
HOSPEDEIRO CRONICA (GVHDc)

Em 1997, ARACTINGI et al.® estudaram o nimero e area de células
de Langerhans em pele com lesées de GVHDc e pele sem lesdo de GVHDc,
pertencentes ao mesmo paciente e compararam ambas a um grupo controle.
Os autores observaram uma redugéo significativa no nimero e area de células
de Langerhans nas lesdes de GVHDc quando comparados a pele sem lesao e
ao controle, ndo apresentando diferenga significativa entre os dois ultimos.
Desta forma, os autores sugerem que a reducdo das células de Langerhans na
pele com lesdo € uma consequéncia direta da GVHDc e nao devido aos
regimes condicionantes e drogas imunossupressoras, sendo que essa
diminuicdo seria possivelmente relacionada a ocorréncia de um fendmeno
autorreativo na GVHDc, uma vez que na fase crénica a maioria das células de

Langerhans sao originarias da medula éssea do doador.

Hasséus et al."®em 2001 realizaram um estudo onde compararam
GVHDc (bucal) com liquen plano oral em relagcdo a distribuicdo de
subpopulagdes celulares através da analise de expressdo de marcadores de
superficie de interesse para respostas inflamatoérias. Anticorpos monoclonais
foram utilizados em procedimentos imuno-histoquimicos padrdo. Varios
marcadores foram utilizados neste trabalho entre eles CD1a, cuja expressao foi
observada com maior frequéncia no epitélio de liquen plano oral do que no
epitélio de GVHDc. As lesdes de liquen plano oral mostraram maior freqliéncia
de células subepiteliais expressando CD1a quando comparadas as lesbes de
GVHDc. Com relagdo ao grupo controle (mucosa bucal saudavel), tanto no

liquen plano oral como na GVHDc foi observado aumento de células CD1a",
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sugerindo uma existéncia de absorg¢ao local e apresentagao de aloantigenos ou

auto-antigenos.

Sato et al.*’, em 2006, realizaram um estudo onde compararam o
numero de células de Langerhans (CD1a) em GVHDc, liquen plano oral e
mucosa bucal saudavel e observaram que no epitélio da GVHDc e liquen plano

oral este numero foi significativamente maior.

Foi demonstrado em estudos experimentais que a eliminacdo das
células de Langerhans do receptor por luz ultravioleta na pele antes da infuséo
de células T alorreativas previne a ocorréncia de GVHD'"%. Por outro lado a
deplecédo de células T do enxerto também evita a ocorréncia de GVHD, mas
aumenta a incidéncia de recidivas tumorais e falhas na eficacia do enxerto, pois
as células T do doador produzem fatores de crescimento que estimulam a
proliferacdo das células mieldides e tém uma acao citotdxica contra células

tumorais residuais.

Poucos estudos foram realizados em doenga enxerto contra
hospedeiro crénica em boca, a maioria dos trabalhos realizados foi em pele. Os
resultados destes trabalhos sdo controversos em relacdo ao papel das células
de Langerhans na GVHDc, sendo assim resolvemos investigar o papel das
células de Langerhans na doenca enxerto contra hospedeiro cronica da
mucosa bucal, esperando assim contribuir para o entendimento da sua

patogénese.
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2 PROPOSICAO

A partir da analise microscopica de bidpsias de mucosa bucal de
pacientes submetidos ao transplante de medula éssea alogénico, o presente

estudo teve por objetivos:

1. quantificar, por meio de andlise morfométrica, as células de
Langerhans imunomarcadas pelo anticorpo CDla em pacientes

com e sem doencga enxerto contra hospedeiro cronica (GVHDc);

2. comparar 0 numero meédio de células de Langerhans nos
pacientes com GVHDc, sem GVHDc e nos pacientes com

mucosa jugal normal.

Contribuir com o conhecimento relacionado a participacdo das
células de Langerhans na doenca enxerto contra hospedeiro crénica quando de

sua ocorréncia na mucosa bucal.



3 Casuistica e Métodos
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populagdo de estudo foi constituida por pacientes onco-
hematologicos com diagndstico de leucemia mieldide aguda, leucemia mieloide
cronica, leucemia linféide aguda, e mielodisplasia e pacientes hematologicos
com diagnéstico de aplasia de medula éssea, que foram submetidos ao
transplante de medula éssea alogénico no Hospital Amaral Carvalho, Jau - SP,
Brasil, no periodo de 1997 a 2006. Os seguintes grupos de estudo foram

estabelecidos

®» Grupo 1: pacientes onco-hematolégicos e hematoldgicos
submetidos ao transplante de medula o6ssea alogénico que
desenvolveram doenca enxerto contra hospedeiro cronica
(GVHDc) de mucosa jugal, confirmada pela analise

histopatolégica — 20 pacientes;

®» Grupo 2. pacientes onco-hematolégicos e hematoldgicos
submetidos ao transplante de medula 6ssea alogénico que nao
desenvolveram doenca enxerto contra hospedeiro cronica
(GVHDc) de mucosa jugal, confirmada pela analise

histopatoldgica — 20 pacientes;

®» Grupo 3: Controle — bidpsias incisionais de regido de mucosa
jugal normal originadas de pacientes com diagnosticos de lipoma,
macula melanética, mucocele, granulos de fordyce, fibrolipoma,
no periodo de 1997 a 2006, obtidas do Arquivos de Anatomia
Patolégica da Faculdade de Odontologia de Bauru da

Universidade de S&o Paulo — 20 biépsias.
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Os seguintes critérios de inclusdo foram utilizados para se

estabelecer os grupos acima citados:
» confirmagéo do diagnostico de GVHDc bucal pela histopatologia;

®» desenvolvimento da doenga GVHDc em mucosa bucal apds 150

dias pds-transplante alogénico de medula éssea para o Grupo 1;

®» auséncia do desenvolvimento de GVHDc de mucosa bucal
durante todo o tratamento em pacientes submetidos ao
transplante alogénico de medula éssea para o Grupo 2. A histéria

clinica dos pacientes foi acompanhada até dezembro de 2006:

®» bidpsias de mucosa jugal com padrao de normalidade confirmado

pela histopatologia com auséncia de inflamagao para o Grupo 3.

3.2 REGISTROS DOS DADOS CLINICOS

As informag¢des clinicas dos pacientes dos diferentes grupos
estudados foram obtidas por meio de consulta aos respectivos prontuarios
arquivados no Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Amaral Carvalho
Jal — SP e no Departamento de Estomatologia — Area de Patologia da
Faculdade de Odontologia de Bauru - USP. Estes registros incluiram os dados
demograficos dos pacientes (idade e género), informagdes relativas a histéria
clinica (exames pertinentes realizados, cirurgias, tratamento pré-transplante,
indicagbes para a realizagdo do transplante de medula 6ssea alogénico e
evolugdo do paciente onco-hematolégico e hematolégico pds-transplante).
Registrou-se ainda, o dia do transplante (D0O) e o dia D+, correspondente ao
periodo de tempo do DO até e a data da bidpsia bucal realizada para o controle

da evolugao clinica do paciente transplantado.
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3.3 ANALISE MICROSCOPICA

Cortes microscopicos obtidos a partir das bidpsias realizadas com
punch de mucosa jugal, coradas pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE), com
3um de espessura arquivada no Departamento de Anatomia Patolégica do
Hospital Amaral Carvalho e na Area de Patologia da Faculdade de Odontologia
de Bauru, foram analisados utilizando-se um microscoépio o6ptico binocular
NIKON, modelo Eclipse E200, por dois examinadores (E.S.L.O.R e A.J.F.N). As
caracteristicas microscopicas relativas a presenca e auséncia de GVHD
crbnica na mucosa jugal foram avaliadas para os Grupos 1 e 2,
respectivamente. Para o Grupo 3 (Controle) analisou-se, microscopicamente, o
padrdo de normalidade da mucosa jugal verificando principalmente a
integridade e espessura do epitélio de revestimento e a auséncia de processo
inflamatdrio na submucosa. Para identificagdo das células de Langerhans nos
diferentes grupos estudados foi utilizada a técnica imuno-histoquimica padréao

da estreptavidina-biotina-peroxidase.

3.3.1 Técnica Imuno-Histoquimica

Cortes microscopicos de 3um de espessura fixados em formol
tamponado, com e sem GVHDc foram obtidos e preparados para coloragao

imuno-histoquimica:

Os blocos de parafina com material processado histologicamente
foram resfriados em congelador antes da obtencdo dos cortes de 3um em

micrétomo rotativo automatico.

As fitas obtidas em processo de corte pelo micrétomo foram
cuidadosamente colocadas em banho-maria histolégico e depositadas em
laminas previamente silanizadas (Organo-silano Sigma Cdéd. A3648). As
laminas com os cortes foram levadas a estufa a 60°C por no minimo 2 horas.
Apos isto, foi efetuada a desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes

microscopicos em 3 cubas de xilol por 5 minutos cada uma e 4 cubas de alcool
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absoluto (99,5%), dois banhos cada uma e posteriormente deixados imersos

em solugao tampéao PBS pH 7,6 por 5 minutos.
Em seguida foi realizado o seguinte protocolo imuno-histoquimico:

®» 0s cortes aderidos a lamina foram delimitados com a caneta
(Dako Cytomation Pen Cédigo-Ne S 2002) para que os anticorpos

fossem mantidos na area dos cortes;

®» recuperagdo antigénica com tampao Citrato pH 6,0 (Citrato de
Sédio Merck 2,1 g. Agua destilada 1000 mL) pré-aquecido a 90°C
por 20 minutos em panela a vapor (marca T-Fal Steam cousine

700 - Hi-speed) e seguido de resfriamento por mais 20 minutos;
» |avagem das laminas em PBS;

®» bloqueio da peroxidade enddégena com agua oxigenada 10

volumes por 10 minutos;
®» |avagem em PBS: 3 banhos, 1 minuto cada um;

®» incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-CD1a (clone 010-
DAKO) com diluigdo 1:50 em solugao de BSA (100 mL de PBS e
1g. de albumina bovina - Sigma Cod. A 7906) por 60 minutos em

temperatura ambiente;
=» |avagem em PBS;

®» anticorpo secundario antimouse/Rabbit/Goat (kit LSAB+; DAKO

céd. KO690) por 30 minutos em temperatura ambiente;
» |avagem em PBS;

®» incubagdo com Streptavidina (Kit LSAB+) por 30 minutos em

temperatura ambiente;
» |avagem em PBS;

®» incubacdo as Iladminas em solugdo substrato (DAB -
Diaminobenzidina 12mg%) por 5 minutos em temperatura

ambiente;

®» |avagem por 3 minutos em agua corrente;
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®» contra-coloragcdo com hematoxilina de Harris por 30 segundos;
®» |avagem em agua corrente por 1 minuto;

®» imersdo por 4 vezes em agua amoniacal (agua destilada 500mL,

Hidréxido de Amonio Merck 20 gotas);

®» desidratacao das laminas em alcool absoluto (99,5%) por 3 vezes

de 1 minuto cada uma e xilol por 3 vezes de 1 minuto cada uma;

®» montagem em laminula com Entelan Merck Cod. 1079610100.

Um controle positivo e um controle negativo foram incluidos em cada
série de coloragdes imuno-histoquimicas. Utilizou-se como controle positivo um
espécime de pele com Histiocitose de células de Langerhans e como controle

negativo um corte do mesmo tecido, com a omissao do anticorpo primario.

3.4 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A quantificagdo das células de Langerhans imunomarcadas com o
anticorpo anti-CD1a, nas bidpsias de mucosa jugal referente aos grupos com
GVHDc (20 espécimes), sem GVHDc (20 espécimes) e grupo controle (20
espécimes), foi realizada por meio de um sistema computadorizado de captura
de imagens analisando-se somente a area correspondente ao epitélio da

mucosa jugal.

Em média foram analisados, de cada espécime de mucosa jugal, um
total de 10 campos microscopicos adquiridos a partir de uma camera digital de
alta resolugdo (Axiocam MRc, ZEISS) acoplada a um microscopio O6ptico
binocular (Axioskop 2 Plus, ZEISS) contendo uma objetiva de 40X. O numero

de campos por espécime variou de 5 a 15.

A camera apresentava-se conectada a um microcomputador
(Pentium IV, INTEL) contendo um programa de aquisi¢cao e analise de imagens
(Axiovision 4.5, ZEISS). A area total em cada campo microscopico foi de

0,0939921 mm?2. Para obtencao da area total em cada espécime de mucosa
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jugal, multiplicou-se a area de um campo microscépico pelo numero de campos

percorridos neste espécime.

Cada campo microscopico capturado foi previamente padronizado
de acordo com as especificagbes exigidas pelo programa de aquisicdo de
imagens (Axiovision 4.5, ZEISS) obtendo-se uma resolugdo adequada da
imagem com o objetivo de capturar e visualizar em cada campo a

imunomarcagao do anticorpo anti-CD1a nas células de Langerhans.

A contagem das Células de Langerhans foi feita por dois
examinadores (E.S.L.O.R e A.J.F.N), sem o conhecimento prévio dos grupos a

que pertenciam as bidpsias de mucosa jugal.

O numero de células de Langerhans por milimetro quadrado em
cada espécime de mucosa jugal foi calculado dividindo-se o numero total de
células de Langerhans pela area total de epitélio de mucosa jugal analisado. O
nimero médio de células de Langerhans/mm? obtido nos diferentes grupos foi

comparado estatisticamente.
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FIGURA 1 - Localizagao do corte microscépico com a objetiva de 5X em A

e aquisicdo da imagem com a tecla Snap em B com objetiva de
40X no programa Axiovision 4.5 (ZEISS).
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica comparativa multipla entre o numero médio de
células de Langerhans nos diferentes grupos experimentais (Grupo 1, 2 e 3) foi
obtida pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste Student-Newman-

Keuls para comparagdes aos pares.

3.6 OBTENCAO DAS FOTOMICROGRAFIAS

As fotomicrografias apresentadas neste trabalho foram adquiridas
através do mesmo sistema de aquisi¢cao e analise de imagens utilizadas para a

avaliagdo imuno-histoquimica.

3.7 COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo Hospital Amaral Carvalho, Jau — SP, sob o n°05/07, no dia 09 de
marco de 2007.
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Inicialmente realizou-se o levantamento dos pacientes submetidos
ao transplante de medula éssea alogénico no Hospital Amaral Carvalho, Jad —
SP, no periodo de 1997 a 2006, sendo selecionadas 20 biépsias de mucosa
jugal com GVHDc e 20 biopsias de mucosa jugal sem GVHDc para a analise
das células de Langerhans. Foram incluidas ainda, 20 biépsias de mucosa
jugal com padrdo de normalidade do Arquivo de Anatomia Patolégica da
Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sao Paulo.

4.2 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E CLINICA DA POPULACAO DE
ESTUDO

A distribuicdo da amostra de acordo com o sexo e a idade nos
diferentes Grupos de pacientes transplantados que desenvolveram (Grupo 1)

ou ndo (Grupo 2) GVHDc e do Grupo Controle estéo distribuidos na Tabela 1.

Com relacéo ao sexo dos pacientes, 55% dos que desenvolveram a
GVHDc eram do género feminino, enquanto que nos pacientes que n&o

desenvolveram a doenca a porcentagem foi equitativa entre os géneros.

No Grupo Controle o género feminino apresentou uma porcentagem

mais expressiva (65%) que o masculino (Tabela 1).

A idade dos pacientes no Grupo 1, com GVHDc, foi de
predominantemente (70%) na faixa entre 21 a 40 anos, e 15% dos pacientes
do Grupo 2 e do Grupo controle estavam nas faixas de até 20 anos e acima de
40 anos, respectivamente.
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Entre os pacientes submetidos ao transplante de medula éssea
alogénico e que ndo desenvolveram GVHDc (Grupo 2) a maior porcentagem foi

na faixa acima de 40 anos (55%).

No Grupo 3 (Controle) ndo consta a informacao com relacdo a idade
em 55% dos pacientes. Dos 45% pacientes restantes, 20% destes

encontravam-se na faixa maior de 40 anos.

TABELA 1 - Distribuicdo de frequiéncia dos pacientes oncologicos e
hematolégicos sem e com GVHD e do Grupo Controle de
acordo com o género e a idade. Hospital Amaral Carvalho, Jau
e Faculdade de Odontologia de Bauru, 1997 a 2006.

Caracteristica Com GVHDc Sem GVHDc Controle
N % N % N %
Sexo
Masculino 9 45 10 50 7 35
Feminino 11 55 10 50 13 65
Idade
<20 anos 3 15 2 10 2 10
21 a 40 anos 14 70 7 35 3 15
> 40 anos 3 15 11 55 4 20
N&o informado 11 55
TOTAL 20 100 20 100 20 100

N: nimero de pacientes

As diferentes doencas hematolégicas e oncoldgicas que
determinaram o transplante de medula 6ssea alogénico nos Grupos com
GVHDc e sem GVHDc podem ser visualizadas nas Figuras 2 e 3. Na Figura 4
esta demonstrada a distribuicdo das condi¢cfes patoldgicas que foram incluidas

no Grupo Controle.

No Grupo dos pacientes que desenvolveram GVHDc (Figura 2), 50%
destes foram submetidos ao transplante de medula éssea alogénico devido a
leucemia mieldide aguda. Em 25% dos pacientes transplantados o diagndstico
clinico foi de leucemia mieldide crénica e em 20% de leucemia linféide aguda.

Uma menor porcentagem de pacientes transplantados foi diagnosticada com
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doencas hematolégicas incluindo aplasia de medula d&ssea (5%) e
mielodisplasia (5%). Um Unico paciente apresentou duas doencas (leucemia
mieldide aguda e mielodisplasia) sendo incluido nas duas distribuicdes das
doencas descritas na Figura 2.

Com GVHDc

5% 5%

B LMA - Leucemia Miel6ide Aguda
20% B LMC - Leucemia Mieléide Cronica
50% B LLA - Leucemia Linféide Aguda

a8 APMO - Aplasia de Medula Ossea

M MDS - Mielodisplasia

25%

FIGURA 2 - Distribuicdo das doencas que determinaram o transplante de
medula Ossea alogénico nos pacientes do Grupo 1 que
desenvolveram a GVHDc.

Com relagcédo aos pacientes do Grupo 2 que ndo desenvolveram a
GVHDc (Figura 3), 60% dos casos foram submetidos ao transplante de medula
O0ssea alogénico devido a leucemia mieldide crénica, seguido de 20% com
leucemia mieldéide aguda, 10% com leucemia linféide aguda e 10% com aplasia
de medula Ossea. Neste Grupo 2 ndo houve nenhum diagnostico de

mielodisplasia.

Sem GVHDc

W LMA - Leucemia Miel6ide Aguda
B LMC - Leucemia Mieléide Cronica
W LLA - Leucemia Linféide Aguda

10%

60% = APMO - Aplasia de Medula Ossea

10%

FIGURA 3 - Distribuicdo das doencas que determinaram o transplante de
medula 6ssea alogénico nos pacientes do Grupo 2 que nao
desenvolveram a GVHDc.
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A Figura 4 ilustra o Grupo Controle (Grupo 3) de mucosa bucal com
padrées microscopicos de normalidade obtidos de margens de lesdes de boca,
gue apresentavam principalmente diagndésticos histopatolégicos de lipoma
(30% dos espécimes) e macula melandtica (30% dos espécimes). Os outros
espécimes do Grupo 3 apresentaram diagnosticos de mucosa normal (15%),

mucocele (15%), granulos de Fordyce (5%) e fibrolipoma (5%).

Grupo Controle

5% 5%

H Lipoma

m Macula melanética
M Mucosa Normal

m Mucocele

™. Granulos Fordyce

. Fbrolipoma

30%

FIGURA 4 - Distribuicdo das doencas bucais que foram utilizadas para
obtencado dos espécimes do Grupo Controle (Grupo 3).

O dia do transplante (denominado dia DO) de medula Ossea
alogénico dos pacientes oncoldgicos e hematoldgicos que desenvolveram ou
ndo GVHDc, foi registrado a partir das informacdes nos respectivos prontuarios

meédicos dos pacientes.

O dia D+ correspondente ao periodo de tempo do DO até a data da
biopsia bucal realizada para o controle da evolugdo clinica do paciente
transplantado foi também registrado sendo agrupados em diferentes periodos

como descrito nas Figuras 5 e 6.

As bibpsias dos pacientes transplantados que desenvolveram
GVHDc (Grupo 1) foram realizadas com maior frequiéncia (65%) entre os dias
150-250 (Figura 5). Em 5% e 30% dos pacientes deste Grupo 1, realizaram-se
as bidpsias entre os dias 251-350 e 351-450 pds-transplante de medula 0ssea

alogénico, respectivamente.



Resultados

31

No Grupo dos pacientes que foram submetidos ao transplante de
medula O6ssea alogénico e ndo desenvolveram GVHDc (Grupo 2) 50% dos
pacientes realizaram as biopsias entre 150-250 dias (Figura 6). No final do
periodo de estudo (351-450 dias), 35% das amostras dos pacientes foram
obtidas e 15% no periodo intermediario (251-350 dias) como demonstrado na
(Figura 6).

Com GVHDc
Dias
m 150-250
m 251-350
m 351-450
FIGURAS - Distribuicdo dos dias (D+) que foram realizadas as bidpsias

para o controle clinico dos pacientes do Grupo 1 que foram
submetidos ao transplante de medula 6ssea alogénico.

Sem GVHDc
Dias
m 150-250
m 251-350
50%
m 351-450
15%
FIGURA 6 - Distribuicdo dos dias (D+) que foram realizadas as bidpsias

para o controle clinico dos pacientes do Grupo 2 que foram
submetidos ao transplante de medula 6ssea alogénico.



Resultados
32

4.3 ANALISE MICROSCOPICA

Os cortes microscopicos com 3um de espessura obtidos a partir das
biopsias realizadas por punch de mucosa jugal, arquivados no Departamento
de Anatomia Patolégica do Hospital Amaral Carvalho e na Area de Patologia da
Faculdade de Odontologia de Bauru foram inicialmente analisados
microscopicamente em Hematoxilina e Eosina (HE) nos diferentes grupos de
pacientes transplantados (Grupo 1 e 2) e controle (Grupo 3).

No Grupo 1, observou-se a presenca de um intenso infiltrado
inflamatorio crénico difuso e justaepitelial na maioria dos espécimes de mucosa
jugal. Notou-se ainda, a desorganizacdo da camada basal do epitélio com
presenca de vacuolizacdo celular, satelitose, corpusculos acidofilicos e em
alguns espécimes, a ocorréncia de clivagem entre e o epitélio e o tecido
conjuntivo (Figuras 7 A, B,8 A,Be 9 A).

As biopsias de mucosa jugal dos pacientes do Grupo 2 (sem
GVHDc) foram caracterizadas pela presenca de um epitélio com espessura e
estratificacdo normais e por vezes discreto infiltrado inflamatorio crénico na
regido subepitelial esparsamente distribuido, como pode ser observado na
(Figura 9 B).

No Grupo 3 (Controle), o padrdo da mucosa jugal era representado
por um epitélio de espessura normal para esta regido e no tecido conjuntivo,
observou-se auséncia do infiltrado inflamatorio e presenca de pequenos vasos

sanguineos (Figura 9 C).
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los acidofilicos. (HE).

uscu

s

Observar em (A) o infiltrado inflamatério linfocitario em banda,
ao dos corp

(B) visualizag

FIGURA 7 -
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Observar (A) a presenca da satelitose e vacuolizacdo das
células da camada basal (seta), em (B) observar a clivagem
entre o epitélio e o tecido conjuntivo. (HE).
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Aspecto microscopico da mucosa jugal dos pacientes do Grupo
1(A), Grupo 2(B) e Grupo 3 (C). Observar a diferenca na
intensidade do infiltrado inflamatério crénico nos diferentes
grupos. (HE).
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4.4 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A imunomarcacdo das Células de Langerhans pelo anticorpo anti-
CD1a, quantificada pelo software Axiovision 4.5, nos diferentes Grupos de
pacientes transplantados (Grupos 1 e 2) e controle (Grupo 3) pode ser
visualizada nas (Figuras 11 A, B, C e 12 A, B).

O numero médio de Células de Langerhans/mmz2 foi de 50,6 para o
Grupo 1 (com GVHDc), de 23,11 para o Grupo 2 (sem GVHDc) e de 16,6 para

o Grupo 3 (Controle), como pode ser observado na Tabela 2.

A anélise estatistica do nimero de Células de Langerhans/mm?
avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis para comparagfes multiplas, mostrou
haver diferengas estatisticamente significativas entre os trés grupos (p= 0,001),

como demonstrado (Tabela 2 e Figura 10).

Em seguida foi realizado o teste Student-Newman-Keuls, para
comparacdes aos pares, que mostrou haver diferenca significativa em nivel de
5% (p<0,05) entre os Grupos 1, 2 e 3. O numero de Células de
Langerhans/mm?2 foi 246% maior no Grupo 1(com GVHDc) quando comparado
ao Grupo 3 (Controle), de 58,2% maior no Grupo 2 (sem GVHDc) se
comparado ao Grupo 3 (Controle) e de 119,1% maior no Grupo 1 (com
GVHDc) quando comparado ao Grupo 2 (sem GVHDc).

Estes resultados demonstram que o numero médio de células de
Langerhans foi estatisticamente maior no grupo de pacientes transplantados
gue desenvolveram GVHDc seguido pelo Grupo de pacientes transplantado
que nao desenvolveram GVHDc. Ambos os grupos de pacientes submetidos
transplante de medula 6ssea alogénico apresentaram um numero de Células

de Langerhans estatisticamente maior quando comparado ao Grupo Controle.
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TABELA 2 - Média e desvio padrdo do numero de células de
Langerhans/mm?® na mucosa jugal dos pacientes
transplantados que desenvolveram ou ndo GVHDc e daqueles
do Grupo Controle.
GRUPOS Células de Langerhans /mm?2 p
Grupo 1
50,6+ 37,2*
(Com GVHDc)
Grupo 2
23,11+ 19,7* 0,001
(Sem GVHDc)
Grupo 3
16,6+ 17,3*
(Controle)

Média e Desvio Padrao de 20 pacientes; p = nivel descritivo de p obtido pelo teste de Kruskal-

Wallis

100 -
90 A
80
70
60

50

40 -
*
30
*
20
10 A
0 T T

CONTROLE SEM GVHDc COM GVHDc

FIGURA 10 -

Numero meédio e desvio padrdo das Células de
Langerhans/mm?2 imunomarcadas com CD1-A no epitélio da
mucosa jugal dos pacientes dos Grupos Controle, sem GVHDc
e com GVHDc.
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FIGURA 11 - Observar a intensidade da imunomarcacdo do anticorpo anti
CDla na mucosa jugal dos Grupos com GVHDc(A), sem
GVHDc(B) e Controle(C). (IHQ).
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FIGURA 12 - Imunomarcacdo das Células de Langerhans pelo anticorpo
anti-CDl1la na mucosa jugal de paciente com GVHDc (A, B).

(IHQ).



5 Discussao



Discussao

47

5 DISCUSSAO

O transplante de medula éssea alogénico constitui uma das opc¢des
de tratamento para o0s pacientes com doencas hematolégicas e onco-
hematoldgicas. Mesmo sendo a GVHD uma das complicacdes pos-transplante
mais frequentes nestes pacientes, ocorrendo de forma aguda e ou crbnica, sua

patogénese ainda ndo esta totalmente esclarecida’®6:2326:29:33:34.37.4041

Clinicamente, a ocorréncia da GVHD é monitorada por meio de
bidpsias de pele e da mucosa bucal. A GVHD é considerada crbnica a partir de
100 dias apés o transplante de medula 6ssea alogénico e nesta fase 0s
pacientes que desenvolvem a doenca sao tratados com corticoesterbdides
sistémicos em niveis de imunossupress&o™.

Poucos estudos a respeito da GVHDc na mucosa bucal foram

relatados na literatura®*3>%

0 que justificou a realizacdo deste trabalho,
visando contribuir para a ampliacdo do conhecimento imunopatoldgico
referente a GVHD, particularmente quando ocorre de forma cronica na mucosa

bucal.

Os pacientes incluidos no presente estudo apresentavam doencas
hematoldgicas e onco-hematolégicas e foram submetidos ao transplante de
medula 6ssea alogénico no Hospital Amaral Carvalho em Jad, um importante

centro de referéncia no tratamento de cancer no estado de Sao Paulo.

Deve ser ressaltado que os pacientes submetidos ao transplante de
medula d&ssea alogénico, que desenvolveram ou ndo GVHD, foram
selecionados, criteriosamente, a partir do 150° dia pés-transplante, pois nesta
fase a cronicidade da doenca ja esta bem estabelecida. Além disso, outro
critério de inclusdo dos pacientes no Grupo 2 foi a completa auséncia do
desenvolvimento de GVHD aguda e ou GVHD crdnica em qualquer parte do
corpo, durante todo o tratamento até a ultima atualizacdo do seguimento em
dezembro de 2006.
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Microscopicamente, a presenca da GVHDc na mucosa bucal foi
caracterizada por um intenso infiltrado inflamatério predominantemente
linfocitario justaepitelial, com presenca de vacuolizacdo celular na camada
basal do epitélio, além de satelitose e corpusculos acidofilicos. Notou-se,
também, por vezes a ocorréncia de clivagem entre o epitélio e o tecido
conjuntivo da mucosa bucal dos pacientes com GVHDc. Esse padréo
microscépico de GVHDc corrobora os achados de  outros
autores'®1726:3633.37.40 " infiltrado inflamatério subepitelial, como observado no
tecido conjuntivo da mucosa jugal em nosso estudo, € um aspecto
caracteristico da GVHDc, pois sua ocorréncia esta associada a presenca de
linfécitos T ativados da medula déssea transplantada que reconhecem como
estranhos principalmente os antigenos do complexo de histocompatibilidade do

hospedeiro, proliferando e atacando os tecidos do mesmo*26:3340

Por outro lado, as caracteristicas microscopicas da mucosa jugal dos
pacientes, submetidos ao transplante de medula éssea alogénico e que nao
desenvolveram GVHDc, eram proximas aquelas do Grupo controle (Grupo 3),
exceto pela presenca ocasional de um discreto infiltrado inflamatério crénico no

grupo de pacientes transplantados (Grupo 2).

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar quantitativamente
as células de Langerhans da mucosa jugal dos pacientes submetidos ao
transplante de medula 6ssea alogénico. Estas células localizadas no epitélio da
pele e mucosa bucal sdo altamente especializadas na apresentacdo de
antigenos e tem sua origem em precursores da medula

z 2 17,20,25,16,24,25,27,28,2 2
dssea 5,8,9,17,20,25,16,24,25,27,28,29,30,32.

No presente estudo, as células de
Langerhans da mucosa jugal de pacientes submetidos ao transplante de
medula 6ssea alogénico com e sem GVHDc foram imunomarcadas com o
anticorpo anti-CDla e comparadas com um grupo controle de individuos nédo

transplantados com lesfes nao inflamatérias de mucosa jugal.

Nossos resultados demonstraram um aumento estatisticamente
significante de células CD1a’/mm?2 na mucosa jugal dos pacientes submetidos
ao transplante de medula 6ssea alogénico e que desenvolveram GVHDc
quando comparado aqueles que ndo desenvolveram GVHDc e aos individuos

saudaveis. Observamos, ainda, um intenso infiltrado inflamatério linfocitario
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justaepitelial na mucosa jugal dos pacientes transplantados e que
desenvolveram GVHDc.

Esses resultados foram semelhantes a outros trabalhos!®2%37

embora haja discordancias, como por exemplo, nos estudos realizados por
Aractingi et.al®, em 1997, que constataram uma reducdo significativa de
células de Langerhans nas lesdes de GVHDc quando comparado a pele sem
lesdo do mesmo paciente e a pele saudavel. Estes autores sugerem que a
reducdo do numero de células de Langerhans nas peles com lesdo
provavelmente seria uma consequéncia direta da GVHDc e ndo dos regimes
condicionantes e drogas imunossupressoras. Esta diminuicdo estaria
possivelmente relacionada a ocorréncia de um fendmeno autorreativo na
GVHDc, uma vez que na fase cronica a maioria das células de Langerhans sao

originarias da medula 6ssea do doador.

Uma possivel explicacdo para o aumento significativo das células de
Langerhans na GVHDc, observado em nosso estudo, seria a producdo de
quimiocinas especificas responsaveis pelo recrutamento dos precursores de
células de Langerhans a partir da medula 6ssea. Um fenbmeno alorreativo de
células T do doador contra as células de Langerhans persistentes do
hospedeiro pode induzir um processo inflamatério predominantemente
linfocitario, como observado em pele de murinos'*?’?®, Esta resposta
inflamatoria pode estimular a secrecdo de citocinas e consequientemente
estabelecer um gradiente local das mesmas, resultando na atracdo quimica
dos precursores hematopoiéticos das células de Langerhans a partir da medula
Ossea transplantada. Embora descrito apenas em tecido saudavel, nao
podemos descartar ainda a ocorréncia de proliferacdo in situ das células de

Langerhans, como observado em pele humana e murina %"2°.

A migracdo dos precursores das células de Langerhans a partir da
medula Ossea para o0 epitélio tem sido bem estabelecida em pacientes
submetidos ao transplante de medula Ossea alogénico. As ceélulas de
Langerhans do receptor sdo gradativamente reduzidas, mesmo na auséncia de
GVHD, sendo substituidas, principalmente ou exclusivamente, por células de
Langerhans originadas de precursores da medula Ossea do

2,3,5,17,25,16,24,25,27,28,29,30

doador Em amostras de pele sem GVHD, o
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repovoamento das células de Langerhans ocorre progressivamente®*

atingindo os niveis normais entres os dias 100 e o 315 pdés-transplante de
medula éssea. Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado que as
células de Langerhans do receptor podem permanecer até 12 meses ou mais
pos-tranplante e, portanto, variaveis graus de quimerismo sdo esperados em
pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea®’?®. As células de
Langerhans remanescentes do receptor parecem desencadear a doenca
enxerto contra hospedeiro e isto levanta a possibilidade de serem utilizadas

como um possivel alvo terapéutico®’,%%°.

Tem sido sugerido que a substituicdo das células de Langerhans,
particularmente na pele, é dependente do niumero de linfécitos T do doador
presente na medula transplantada. As células T alorreativas induzem o
quimerismo das células de Langerhans através de duas sucessivas vias:
diminuindo as células de Langerhans do receptor através da inducdo da
apoptose e estimulando na pele a produgdo de citocinas inflamatérias que
determinam o recrutamento dos precursores das células de Langerhans a partir

da medula 6ssea do doador 27?8,

Portanto, com base nesta teoria, poderiamos sugerir gue em nosso
estudo, a presenca do infiltrado inflamatorio linfocitario na mucosa bucal e
consequentemente as citocinas geradas localmente determinariam um maior
recrutamento das células de Langerhans nos pacientes transplantados com

GVHDc, aumentando assim sua quantidade.

Esses resultados reforcam a teoria da patogénese da GVHD
sugerida a partir dos trabalhos experimentais de Merad et al.**?"?%?° nos quais
as células T originadas da medula 6ssea do doador destroem as células de

Langerhans do hospedeiro induzindo, principalmente, sua apoptose.

Quanto a capacidade de apresentacdo antigénica das células de
Langerhans recrutadas, acreditamos que tais células participam ativamemte da
patogénese da doenca GVHD apresentando antigenos do hospedeiro para os
linfécitos do doador nos nédulos linfaticos regionais, mantendo a dinamica da
doenca. Neste contexto, a molécula CD1 participaria principalmente da
apresentacdo de antigenos lipidicos para os linfécitos CD4, CD8 e Natural

Killer!.
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Outros estudos investigando o quimerismo das células de
Langerhans seriam necessarios para confirmar esta possibilidade, assim com o

perfil das citocinas envolvidas na GVHD.
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6 CONCLUSOES

A partir da analise da mucosa jugal de pacientes submetidos ao

transplante de medula 6ssea alogénico, com e sem GVHDc verificamos:

®» um maior numero de células de Langerhans, estatisticamente
significativo (p=0,001), nos pacientes com GVHDc quando

comparado aqueles sem GVHDc e ao Grupo Controle;

®» a presenca de intenso infiltrado inflamatorio crénico, justaepitelial,
com desorganizacdo das células da camada basal do epitélio,
vacuolizagdo celular, satelitose, corpusculos acidofilicos e
ocorréncia de clivagem entre o epitélio e o tecido conjuntivo nos

pacientes que desenvolveram GVHDc.

Com base nos resultados obtidos pudemos concluir que as células
de Langerhans participam da doenga enxerto contra hospedeiro crbnica na
mucosa jugal dos pacientes submetidos ao transplante de medula Ossea
alogénico, sendo provavelmente recrutadas pelo processo inflamatério e

imunopatol6gico que caracteriza esta doenca.
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APENDICE A: Numero de campos, nimero total de células de Langerhans,
ndmero de células de Langerhans/mm? e &rea percorrida por
bidpsia do Grupo com GVHDc.

BIOPSIA C T L A
01 8 39 51,87 0,751936
02 6 16 30,16 0,530466
03 7 61 95,58 0,638228
04 8 41 54,53 0,751936
05 7 46 69,91 0,657944
06 9 18 21,28 0,845928
07 6 47 83,34 0,563952
08 6 35 66,87 0,523431
09 5 12 25,53 0,46996
10 8 32 57,02 0,701543
11 9 50 66,49 0,751936
12 6 20 38,55 0,518811
13 8 08 143,68 0,682055
14 10 43 47,31 0,908943
15 6 2 3,55 0,563952
16 9 3 3,55 0,845928
17 8 78 103,73 0,751936
18 8 3 3,99 0,751936
19 6 3 5,32 0,563952
20 5 17 40,49 0,419893
TOTAL 145 672 1.012,74 13,19467

C= nimero de campos percorridos T = Numero total de células de Langerhans A = Area total
percorrida (mm?) L = Ntimero de células de Langerhans/mm?
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APENDICE B: Numero de campos, nimero total de células de Langerhans,
ndmero de células de Langerhans/mm? e &rea percorrida por
bidpsia do Grupo sem GVHDc.

BIOPSIA C T L A
01 6 4 7,61 0,525526
02 6 24 46,38 0,517432
03 6 1 1,91 0,523241
04 8 9 11,97 0,751936
05 11 7 6,77 1,033913
06 9 25 31,59 0,791282
07 9 17 21,41 0,794052
08 5 17 36,17 0,46996
09 14 80 62,11 1,288025
10 8 23 31,85 0,722239
11 5 7 14,89 0,46996
12 7 5 8,09 0,61822
13 6 5 8,07 0,563952
14 10 2 2,66 0,751936
15 10 6 6,38 0,939921
16 6 9 15,96 0,563952
17 9 6 7,09 0,845928
18 6 28 49,65 0,563952
19 7 42 63,84 0,657944
20 6 15 26,60 0,563952
TOTAL 154 332 461,80 13,95732

C= nimero de campos percorridos T = Numero total de células de Langerhans A = Area total
percorrida (mm?) L = Ntimero de células de Langerhans/mm?
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APENDICE C: Nimero de campos, nimero total de células de Langerhans,
ndmero de células de Langerhans/mm? e &rea percorrida por
bidpsia do Grupo Controle.

BIOPSIA C T L A
01 13 5 4,43 1,127905
02 12 2 1,77 1,127905
03 15 3 2,13 1,409881
04 15 8 5,77 1,386687
05 15 3 2,19 1,37138
06 15 8 5,80 1,378927
07 15 7 4,96 1,409881
08 15 24 17,02 1,409881
09 15 3 2,25 1,333958
10 15 29 21,49 1,349396
11 15 16 11,63 1,37536
12 15 43 30,50 1,409881
13 15 95 67,38 1,409881
14 15 7 4,96 1,409881
15 13 2 1,42 1,409881
16 15 26 17,65 1,473323
17 12 4 2,84 1,409881
18 15 44 40,03 1,099306
19 15 47 33,34 1,409881
20 15 8 5,81 1,376254
TOTAL 290 384 283,38 27,08933

C= nimero de campos percorridos T = Namero total de células de Langerhans A = Area total
percorrida (mm?) L = Ntmero de células de Langerhans/ mm?
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ANEXO A - Aprovacdo da Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo
Hospital Amaral Carvalho.

1

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

f Fundacio Hospital Amaral Carvalho
;oﬁﬁ@?&{": A&Wﬂ Qﬁwﬂ{:ﬁc Rua da Palmeiras, 1?6, Vila Assis— Cm’pl?_zw-lzo — Jail / SP - %% (014) 3602-1194 — Ramal - 1552.

Parecer CEPFHAC —24/07

Projeto de Pesquisa
“Analise Quantitativa das Células de Langerhans em Mucosa Bucal de Pacientes Onco-

hematologicos com Doenca Enxerto contra Hospedeiro Crdnica da Mucosa Bucal”.

Documentos avaliados:
= Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

= Autorizacio do Chefe de Servico

Pesquisador Responsavel:

Autora: Erika Sinara Lenharo Orti Raduan — Cirurgid Dentista e Mestranda em Patologia Bucal
pela USP - Bauru.
Orientador: Prof Dr. Luis Antonio de Assis Taveira — Cirurgifio Dentista e Professor Livre

Docente da USP - Bauru.

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagfio Hospital Amaral Carvalho analisou os
documentos supracitados na 27* reunifio ordiniria realizada no dia 09 de marco de 2007. Segue

abaixo as consideragdes feitas no parecer consubstanciado elaborado por mim:

“Trata-se de resposta ao Parecer CEPFHAC n°. 05/07, datado de 01 de fevereiro de
2007, onde deixamos como pendéncia a apresentacdo de um Termo de Consentimenio Livre e
Esclarecido (TCLE) e a autorizacdo do chefe do Servigo de Transplante de Medula Ossea.
Apds analise do TCLE, concluimos que o mesmo é simples, objetivo e nio fere a ética
em pesquisa clinica.
Consta também a carta com a autorizagdo do Chefe do Servigo de Transplante de

Medula Ossea.
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Diante do exposto, e com base na Resolugdo 196/96 e suas complementares,

emitimos parecer favordvel a realizacdo deste estudo em nossa instituicdo”.

avaliados.

Diante do exposto, manifestamo-nos pela aprovacio sem restricies dos documentos

Informamos que o referido estudo é rubricado pelo colaborador do CEPFHAC,

Ricardo Augusto Sartori, e que nenhum dos pesquisadores envolvidos no estudo participou da

votacdo.

Aproveito para recordar-lhe do compromisso de enviar relatérios semestrais

referentes a evolucdo do estudo.

Jau, 09 de marco de 2007.

Dra. Clitidis Teresa de Oliveira
Coordenadora do té de Etica em Pesquisa
Fundac8o Hospital Amaral Carvalho
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