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Silva EV. Imunocaracterizacdo de centros germinativos e subgrupos de células
dendriticas na sindrome de Sjogren primaria: um estudo comparativo [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

A sindrome de Sjogren (SS) € uma doenca autoimune crbnica caracterizada por
infiltracdo linfocitaria frequentemente afetando as glandulas salivares e lacrimais,
causando sintomas de secura, e muitas vezes acompanhada de producao anormal de
autoanticorpos. A andlise histopatoldgica das glandulas salivares menores (GSm) é
amplamente utilizada nos critérios de classificagdo da SS primaria (SSp), mostrando
aglomerados linfociticos permeando o parénquima glandular, definido como
sialadenite linfocitica focal (SLF), com escore focal (EF) 21. Em certas situacdes, a
SLF pode se organizar em centros germinativos (CGs). Curiosamente, a SLF também
pode ser observada ao avaliar biopsias intraorais contendo parénquima de GSm de
individuos assintomaticos (pacientes ndo-SS nao sicca). Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar, por imunoistoquimica, os CGs e células dendriticas plasmocitoides
(CDp) em biopsias de GSm de pacientes com SSp e pacientes ndo-SS nao-sicca e
relatar um caso raro de paciente com SS com extravasamento de muco exibindo
reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho (populacdo de macrofagos). Os
resultados foram formatados em 3 artigos cientificos. No primeiro artigo, focamos na
analise comparativa de CGs avaliando SLF em 13 pacientes SSp e e 11 pacientes
nao-SS nao-sicca, usando os anticorpos D2-40 e CD57, em correlagcdo com o0s
imunomarcadores Bcl-6 e Ki-67. Os nossos resultados mostram diferencas
histomorfoldgicas (area e diametro) e imunofenotipicas (perfil de expressao de D2-40
e CD57) entre os grupos de pacientes, sugerindo interagcdes celulares e/ou
moleculares distintas na patogénese de CGs ao avaliar comparativamente a SLF. No
segundo artigo, avaliamos o perfil de distribuicdo de CDp em uma casuistica de 50
pacientes SSp e 31 pacientes ndo-SS néo sicca, a partir dos imunomarcadores CD123
e CD303. Como resultado, observamos que as CDp se apresentam com densidade
variando de ausente a intensa no grupo SSp e com expressao limitada no grupo nao-
SS néao-sicca (p<0,001 para ambos os marcadores, CD123 e CD303), com
distribuicdo na periferia do SLF e em padrdo perivascular. Por fim, relatamos o caso
de uma paciente de 63 anos com diagnostico de SSp apresentando massa nodular
na mucosa oral. A analise microscopica revelou SLF e um exuberante infiltrado
linfoplasmocitario contendo, na parte central, uma reacéo de célula gigante do tipo
corpo estranho (macréfagos), permeada por numerosos ductos residuais de glandulas
salivares, sugerindo uma possivel relacdo com os mecanismos imunes da SS.
Concluimos, que os CGs, CDp, bem como populacées de macrofagos, apresentam
mecanismos celulares importantes na SLF de pacientes com SSp, contribuindo na
elucidacdo da resposta imune e inflamatéria dessa doenca e de possiveis alvos
terapéuticos.

Palavras-chave: Sindrome de Sjogren. Glandulas salivares menores. Centro
germinativo. Células dendriticas. Imuno-Histoquimica.



Silva EV. Immunocharacterization of germinal centers and dendritic cell subsets in
primary Sjogren's syndrome: a comparative study [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Sjogren's syndrome (SS) is a chronic autoimmune disease characterized by
lymphocytic infiltration often affecting the salivary and lacrimal glands, causing sicca
symptoms, and often accompanied by abnormal production of autoantibodies.
Histopathological analysis of the minor salivary glands (mSG) is widely used in the
classification criteria of primary SS (pSS), showing lymphocytic clusters permeating
the glandular parenchyma, defined as focal lymphocytic sialadenitis (FLS) with a focal
score (EF) 21. In certain situations, the SLF can organize into germinal centers (GCs).
Interestingly, FLS can also be seen when evaluating intraoral biopsies containing mSG
parenchyma from asymptomatic individuals (non-SS non-sicca patients). The aim of
this study was to evaluate, by immunohistochemistry, GCs and plasmacytoid dendritic
cells (pDCs) in mSG biopsies from patients with SS and non-SS non-sicca patients
and to report a rare case of a patient with SS with mucus extravasation exhibiting
foreign body-type granulomatous reaction (macrophage population). The results were
formatted in 3 scientific papers. In the first, we focused on the comparative analysis of
GCs evaluating SLF in 13 pSS patients and 11 non-SS non-sicca patients, using
antibodies D2-40 and CD57, in correlation with immunomarkers Bcl-6 and Ki-67. Our
results show histomorphological (area and diameter) and immunophenotypic (D2-40
and CD57 expression profile) differences between patient groups, suggesting distinct
cellular and/or molecular interactions in the pathogenesis of GCs when comparatively
evaluating FLS. In the second, we evaluated the pDCs distribution profile in a series
of 50 pSS patients and 31 non-SS non-sicca patients, based on the immunomarkers
CD123 and CD303. As a result, we observed that pDCs presented density ranging
from absent to intense in the pSS group and with limited expression in the non-SS non-
sicca group (p<0.001 for both markers, CD123 and CD303), with distribution in the
periphery of the FLS and perivascular pattern. Finally, we report the case of a 63-year-
old female patient diagnosed with pSS presenting with a nodular mass in the oral
mucosa. Microscopic analysis revealed focal lymphocytic sialadenitis and an
exuberant lymphoplasmacytic infiltrate containing, in the central part, a foreign body-
type giant cell reaction, permeated by numerous residual ducts of salivary glands,
suggesting a possible relationship with the immune mechanisms of SS. We conclude
that GCs, CDp, as well as populations of macrophages, present important cellular
mechanisms in the SLF of patients with pSS, contributing to the elucidation of the
immune and inflammatory response of this disease and possible therapeutic targets.

Keywords: Sjogren's syndrome. Salivary glands, minor. Germinal center. Dendritic
cells. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A sindrome de Sjogren (SS) € uma doenca autoimune cronica caracterizada
por infiltracdo linfocitaria frequentemente afetando as glandulas salivares e lacrimais,
causando sintomas sicca. Relevantemente, 5-10% dos pacientes com SS podem
apresentar manifestacdes extraglandulares, como mialgia, artralgia e fadiga. Além
disso, disturbios imunoldgicos, como hipergamaglobulinemia, fator reumatoide,
hipocomplementemia, crioglobulinemia, manifestagdes cardiovasculares, como o
fenbmeno de Raynaud, e autoanticorpos direcionados contra os autoantigenos
SSA/Ro e SSB/La sédo frequentemente detectados!. Ainda, apresentam uma maior
predisposicdo a desenvolver linfomas ndo-Hodgkin de células B, especificamente o
linfoma de tecido linfoide associado a mucosa (MALT), com risco de 15 a 20 vezes
maior entre pacientes com SS quando comparado a populacdo em geral®2,

A SS ocorre em uma forma primaria (SSp) ndo associada a outras doencas e
uma forma secundaria (SSs) que complica ou se sobrepde a outras condicdes
reumaticas, mais comumente artrite reumatéide (AR), lUpus eritematoso sistémico
(LES) e esclerose sistémica®. A prevaléncia da SS na populacédo geral varia de 0,5 a
3%, com incidéncia de 4 casos por 100.000 por ano, e uma a propor¢cao de
acometimento mulher/homem relatada de 9:1, sendo predominantemente observada
em adultos de meia-idade, com pico de incidéncia por volta dos 50 anos de idade?.

A patogénese da SS ainda ndo esté esclarecida; no entanto, acredita-se que a
SS se desenvolva quando individuos com tracos de suscetibilidade genética séo
expostos a fatores de riscos desencadeadores da doenca, incluindo fatores
ambientais e hormonais e modificacdes epigenéticas, levando a ativacdo da
imunidade inata e adaptativa®’. A ativagdo imune contra as particulas de
ribonucleoproteina Ro/SSA e La/SSB expressas pelo epitélio das glandulas exécrinas
pode ser desencadeada por células dendriticas (CDs) presentes também nesse
epitélio, que conduzem o acumulo e a ativagdo das células do sistema imune, em
especial das células T e B8. Além disso, as infeccdes virais, especialmente pelo virus
Esptein-Barr (VEB) e citomegalovirus (CMV), visualizadas em pacientes com SS
montam uma assinatura de interferon tipo | (IFN-I1) e estimulam as CDs, ativando o
sistema de resposta imune inata e contribuindo para a cronicidade do processo

autoimune®5,
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Para um diagnostico de SSp, os atuais critérios da os critérios do Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) e da Liga Européia Contra 0 Reumatismo
(EULAR) requerem medidas objetivas de diminuicdo da producdo de lagrimas ou
saliva, bem como aberracdes imunoldgicas verificadas por meio da detec¢cdo de
autoanticorpos anti-SSA/Ro ou por achados histologicos de sialadenite linfocitica focal
(SLF) em biépsias de glandulas salivares menores (GSm) °. Outros exames, como
cintilografia, ultrassonografia, sorologia para autoanticorpos anti-La/SSB e fator
reumatoide (FR) podem auxiliar no diagndstico®.

Como comentado acima, as bidpsias de GSm de pacientes com SS exibem
aglomerados linfocitarios (focos) permeando o parénquima glandular, definido como
SLF. O escore focal (EF) define o numero de focos, cada um deles contendo 50 ou
mais linfécitos, em uma area glandular de 4mm?2%°. Notavelmente, para preencher o
critério diagnoéstico para SS, a SLF deve apresentar um EF 21°10 Pela
imunoistoquimica, a SLF apresenta células TCD4+ e, em quantidades menores,
células TCD8+, células B e plasmacitos; e em etapas finais ha presenca de fibrose, o
que contribui com a disfuncdo do 6rgéo®°. Em certas situacdes, a SLF pode se
organizar em centros germinativos (CGs) 1.

O inicio dos sintomas relatados pelo paciente muitas vezes precede o
diagnéstico em muitos anos, o que pode estar relacionado a um inicio insidioso da
SSp e ao fato de que os sintomas de sicca sdo comuns na populacdo em geral’.

As recomendacdes atuais de tratamento para SSp concentram-se no manejo
dos sintomas sicca e na estimulacdo da funcdo glandular residual com agonistas
muscarinicos, mas também sugerem o uso de varios DMARDSs (drogas modificadoras
da doenca) sintéticos convencionais, como a hidroxicloroquina, e biolégicos, como o

rituximabe, para o tratamento de 6rgdos especificos manifestacdes*?.

1.1Centros germinativos

Os CGs que sao microambientes especializados dentro de tecidos linfoides,
onde as células B sofrem extensa proliferacdo, hipermutagdo somatica e selecéo de
afinidade de antigeno, podem ser visualizados ao avaliar biépsias GSm de pacientes
com SS12, Adicionalmente, também pode ser observado ao avaliar biépsias intraorais

contendo parénquima de GSm de individuos saudaveis assintomaticos?.
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CGs apresentam compartimentalizacdo de células T e células B, presenca de
redes de células dendriticas foliculares CD21* (CDFs) e vénulas endoteliais altas®® 14,
Essas estruturas organizadas em infiltrados linféides de GSm é clinicamente
relevante, uma vez que a sua presenca parece estar associada a doenga mais grave,
incluindo maior escore focal, reducdo da producédo de saliva e niveis mais elevados
de fator reumatoide, anti-SSA/ Ro, anti-SSB/La e mediadores pré-inflamatériostt15,
Também foi sugerido como preditor para o desenvolvimento de linfomat® 17, embora
outros estudos indiqguem que os CGs nao séo preditivos para o desenvolvimento de
linfoma em pacientes com SS19,

Estudos anteriores em SSp, por coloracdo de hematoxilina e eosina (H&E) e
alguns deles também por imunoistoquimica, mostraram que CGs podem ser
detectados em aproximadamente 25% das bidpsias de mSG, variando de 16,5 a
54,5%*1%, Por imunoistoquimica, os GCs foram avaliados usando marcadores para
superficie de linfécitos (CD3/CD20), redes de CDFs (CD21, CD23, CD35) e o
anticorpo Bcl-6114151820 com estudos recentes indicando Bcl-6 como um marcador
sensivel e especifico para identificacdo inequivoca de CGs em biopsias de GSm
obtidas de pacientes com SSpt14,

Além disso, as CDFs participam da reacdo do centro germinativo, impedindo a
apoptose das células B do centro germinativo e estimulando as interacdes celulares e
a proliferacdo. A podoplanina, uma glicoproteina transmembranar do tipo mucina, é
expressa na rede de CDFs do centro germinativo e em uma variedade de tipos de
células humanas, incluindo endotélio linfatico, mesotélio e células alveolares tipo I, e
pode ser identificada por D2-40. Estudos revelam que este é um marcador sensivel
para a rede CDFs, que € superior ou igual ao CD21 na avaliacdo de CDFs reativas e
neoplasicas?!??2. Notavelmente, a subpopulacéo de células T CD4+ CD57+, células T-
folicular helper (Tfh), sdo células criticas para a maturacdo das células B e estdo
normalmente presentes nos centros germinativos da amigdala e formam cerca de 5 a
8% de todas as células. Essas células Tfh coexpressam o fator de transcricdo Bcl-6,

podendo assim ser diferenciadas de outras subpopulacdes de células T auxiliares®3.
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1.2Células dendriticas plasmocitoides

As células dendriticas (CDs) séo derivadas de células-tronco hematopoiéticas
na medula 6ssea, integrantes do sistema de imunidade inata e consideradas como
eficientes células apresentadoras de antigenos (APCs). Estas sdo capazes de
estimular uma resposta imunitaria celular contra células tumorais, desempenhar um
papel importante na ativacéo e funcéo de linfocitos T e, ainda, auxiliar a manutencéo
da tolerancia periférica?*. As CDs, quando sofrem processo de diferenciacdo séo
divididas em células dendriticas mieloides (CDmi) e plasmocitoides (CDp) 4. Estas,
foram sugeridas como candidatas a células mestras na ativacao de células T e B na
SS, no entanto, sua contribuicdo tem sido subavaliada®®.

As CDp sdo células derivadas de progenitores linfoides e altamente
especializadas na producdo e secrecdo de altos niveis de interferon tipo | (IFN-I),
especialmente apds ativacdo por agentes virais (resposta antiviral). Elas expressam
constitutivamente receptores semelhantes a endossomicos toll-like (TLR), os quais
atuam no reconhecimento de RNA e DNA virais e podem se ligar aos acidos nucléicos
end6genos?®. Entre os receptores endossémicos, o TLR7 e TLR9 constituem vias
cruciais pelas quais as CDp sé&o ativadas em doencas autoimunes sistémicas?’.

Um conjunto de evidéncias supfe que a secrecdo de IFN-I pelas CDp
desempenha um papel importante na perpetuacdo do processo inflamatério na SSp,
uma vez que estimulam os mondcitos a produzirem altos niveis de fator de ativacéo
de células B (BAFF), um mediador da ativacdo de células B e da producao de
autoanticorpos na SSp?%28, Ainda, a ativacdo das vias secretoras de IFN-I
correlacionou-se com o aumento da gravidade da inflamacdo da glandula salivar e
disfuncdo secretora em pacientes com SS?7:29-31,

Além da producao robusta de IFN tipo I, as CDp também podem secretar varias
outras citocinas inflamatérias, como TNFa e IL-6, produzir quimiocinas e expressar
moléculas coestimuladoras em suas superficies, para influenciar as respostas imunes
inatas e adaptativas®. Em estudo de transcriptoma, demonstrou-se que CDp de
pacientes com SS tém um perfil de transcricdo mais ativado e preparadas para
produzir altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, logo, esses achados suportam

fortemente um papel patogénico potencial das CDp na doenca SS?.
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Recentemente, um estudo foi realizado para elucidar o papel das CDp no
desenvolvimento da SS usando um modelo animal (camundongos NOD) desta
doenca, e os resultados mostraram que as CDp contribuem criticamente para o inicio
e desenvolvimento do distarbio da glandula salivar semelhante a SS, incluindo
sialadenite e hipossalivacao, nestes ratos. Os resultados também forneceram varios
mecanismos celulares e moleculares potenciais subjacentes ao efeito promotor de SS
das CDs, que incluem a producdo de IFN-1 como as principais fontes celulares e a
regulacdo positiva de varios fatores pro-inflamatérios e quimioatraentes nos tecidos
GSm alvo®?. Ainda, neste estudo, mostrou-se que a deplecdo de CDp e a ablacéo de
anti-IFNAR1 causam uma regulacédo negativa da expresséao de IL-7 e BAFF em GSm,
dois fatores patogénicos criticos na SS, aumentando as respostas das células T e B,
respectivamentes?,

Ao avaliar a presenca das CDp em GSm de pacientes com SSp, através da
expressdo fenotipica dos anticorpos CD123 2’ e CD30333 34, os autores notaram que
as CDp eram expressas em namero aumentado nas GSm de pacientes com SSp, com
distribuicdo nos focos linfociticos e areas ductais, quando comparado ao controle
(GSm saudaveis). Adicionalmente, ao correlacionar a presenca dessas células na
inflamacédo glandular e no sangue periférico da SSp, notou-se que, apesar de nao
haver uma correlacéo estatistica, as CDp estavam aumentadas nas GSm e reduzidas

no sangue periférico®.

1.3Macréfagos

Os macréfagos exibem morfologia diversificada e um expressivo conjunto de
funcdes, estando presente em todos os 6rgaos e tecido conjuntivo. Dentre as funcdes
naturais dos macréfagos evidencia-se: apresentacdo de antigenos, fagocitose de
restos celulares e recrutamento de outras células imunes como refor¢co no combate
aos corpos estranhos e células neoplasicas®. Os macréfagos M1, sdo caracterizados
por um fenotipo pré-inflamatério, promocéo de T helper 1 (Th1) resposta imune, sendo
ativados classicamente e com enorme capacidade de fagocitose; ja os macrofagos
M2 exibem fung¢des regulatérias em reparacéo tecidual, remodelacéo e promoc¢éao de

resposta imune em Th2 onde sdo aqueles ativados alternativamente, estando
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envolvidos na desativacdo do sistema imune com a producdo de citocinas anti-
inflamatérias®’.

Estudos que avaliam a natureza e expressdo dos macréfagos na SLF em
biopsias de glandulas salivares labiais na SSp, onde os macrofagos CD68+
apresentaram-se com distribuicdo abundante na SLF quando comparada aos grupos
controle, analisando assim que dentro dos infiltrados inflamatérios focais expressavam
COX-1 e IL-183% 2, Entretanto, no estudo de Yarom e colaboradores*?, os macréfagos
CD68+ estavam presentes isoladamente na SLF, compreendendo apenas 0,04% das
células infiltrantes.

Curiosamente, um estudo realizado por de Wilde e colaboradores descreve a
presenca de células gigantes multinucleadas em estreita associacdo com ductos das
glandulas salivares avaliando GSm de pacientes com SS, e que provavelmente
representa uma reacao de células gigantes do tipo corpo estranho, sendo observada
em 4 de 55 (7%) pacientes com SS*.,

Contudo, a populacédo macrofagica € dinamica, devido participar da inflamacao
e naresolucao desse processo, contudo, pouco € compreendido sobre o papel dessas

células inflamatorias na imunopatogénese da SS.
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4 CONCLUSAO

Nossos resultados mostram diferencas histomorfologicas (area e diametro) e
imunofenotipicas (perfil de expressdo de D2-40 e CD57), sugerindo interacdes
celulares e/ou moleculares distintas na patogénese de centros germinativos ao avaliar
comparativamente SLF em pacientes com SSp e pacientes ndo-SS néo-sicca.

A expresséo de células dendriticas plasmocitoides CD123+ e CD303+ na SLF
de pacientes com SSp, com diferencas significativas, ao comparar com pacientes nao-
SS néo-sicca, sugere implicacfes diagndsticas e imunomodulatérias dessas células
na SSp.

A populacdo macroféagica pode contribuir na elucidacdo da resposta imune e

inflamatoria da SS e de possiveis alvos terapéuticos.
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