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Epigrafe

Nem tudo que se enfrenta pode ser
modificado, mas nada pode ser
modificado até que seja enfrentado.

Albert Einstein







Resumo

A doenca 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 células tronco hematopoiéticas (TCTH). E uma
sindrome com varias manifestacfes clinicas, patoldgicas e imunoldgicas. Com
0 objetivo de contribuir para o esclarecimento da participacdo das células
dendriticas Mieloides, Plasmocitoides e Células NK (natural killer) na doenca
enxerto contra hospedeiro crénica (DECHc) e esclarecer os mecanismos
envolvidos, foram analisados cortes microscopicos de mucosa jugal de 26
pacientes com Leucemia Miel6ide Aguda (LMA), que realizaram o transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas no Hospital Amaral Carvalho, Jau
— SP, onde 13 pacientes desenvolveram DECHc em mucosa bucal e 13 nao
desenvolveram DECHc. Cortes microscépicos foram submetidos a técnica
imuno-histoquimica, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD1a, anti-
CD123 e anti-CD56. O nimero de células imunomarcadas no coérion (CD1a",
CD123" CD56") por milimetro quadrado foi calculado dividindo-se a média das
células dendriticas presentes nos 10 campos examinados pela area percorrida
em cada espécime. Os dados foram avaliados pelo método de Mann-Witney
Os resultados demonstraram um aumento estatisticamente significativo das
células dendriticas mieldides CD1a" (p=0,02) e das células NK CD56"(p=0,04)
em pacientes com DECHc quando comparados aqueles sem DECHc. A analise
da imunomarcacdo de CD123" ndo demonstrou diferenca estatistica entre os
grupos. Conclui-se atraves deste estudo que no desenvolvimento da DECH
cronica ha participacéo das células dendriticas mieloides e céulas NK no coérion
de mucosa bucal.

Palavras-chave: Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas. Doenca

enxerto contra hospedeiro. Células Dendriticas







A\bstract

The graft versus host disease (GVHD) or graft-versus-host-disease(GVHD) is a
major cause of morbidity and mortality in patients who underwent hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT). It isa syndrome with various clinical,
pathological and immunological. Aiming to contribute to clarifying the
role of Myeloid dendritic cells, plasmacytoid cells and NK (natural killer) in
chronic graft versus host disease (GVHD) and to clarify the mechanisms
involved were examined microscopic sections of the oral mucosa of 26
patients with leukemia Acute Myeloid (AML) who underwent allogeneic
hematopoietic stem cell in the Hospital Amaral Carvalho, Jau - SP, where
13 patients  develop GVHDc oral mucosaand 13 did not
develop GVHD. Microscopic sections were submitted to immunohistochemistry
staining using monoclonal antibodies anti-CDla, anti-CD56 and anti-
CD123. The number of immunostained cells in the chorion (CD1a, CD123 and
CD56) per square millimeter was calculated by dividing the mean of dendritic
cells present in the 10 fields examined area covered by each specimen. The
data were evaluated by Mann-Whitney. Results showed a statistically
significant increase of myeloid dendritic cells CDla (p =0.02) and NK cells
CD56 (p=0.04)in patients with GVHDc compared with those without
GVHDc. Analysis of CD123 immunostaining of no statistical difference between
groups. It is concluded from this study that the development of chronic GVHD is
participation of myeloid dendritic cells and NK cellsin the chorion of oral
mucosa.

Keywords: Hematopoietic =~ Stem Cell Transplantation. Graft versus host

disease. Dendritic Cells
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1.1 TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS (TCTH)

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é utilizado no
tratamento de diversas doencas onco-hematoldgicas, como leucemias e
linfomas; em tumores solidos de diversos 6rgéos e na aplasia de medula 6ssea
(GRATWOHL. A, 1990; HASSEUS et al., 2001; MERAD. M, 2005; NICOLAU-
GALITIS et al., 2001; PERREAULT et al., 1985; SATO et al., 2006; SOARES et
al., 2005).

O transplante de células-tronco hematopoiéticas €, hoje,
reconhecidamente, um tratamento efetivo para doencas neoplasicas,
hematoldgicas ou ndo e deficiéncias imunoldgicas. Ele é classificado em trés
tipos, dependendo da origem das células progenitoras:

1. Autélogo: quando as células progenitoras hematopoiéticas ou células
tronco, utilizadas sdo do proprio paciente. Este procedimento € indicado
principalmente em doencas neoplasicas, tanto hematoldgicas, quanto em
alguns tipos de tumores solidos. Este tipo de transplante tem menos risco que
o alogénico por ndo existir nenhum tipo de reacdo imunoldgica entre receptor e
doador. Entretanto, como o efeito antitumoral € menor, o indice de recidivas é
maior.

2. Alogénico: quando é um doador geneticamente distinto, seja HLA (Human
Leukocyte Antigen - Antigeno Leucocitario Humano) compativel ou nao.
Quando o transplante ocorre entre individuos da mesma familia, denomina-se
aparentado e no caso de doador sem relacao bioldgica familiar, denomina-se
“ndo aparentado”. Este tipo de transplante apresenta complicacdes
relacionadas a rea¢es imunoldgicas entre receptor e doador, desde a rejeicao

até a doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH),

3. Singénico: quando realizado entre gémeos idénticos. A identidade antigénica
entre doador e receptor é absoluta e ndo se produz, portanto, nenhuma
complicacéo imunoldgica (SHARON. J, 1998; ABBAS et al., 2005).

As células progenitoras hematopoiéticas classicamente sdo obtidas da
medula éssea, mas também podem ser coletadas do sangue periférico e do
sangue de cordéo (ABBAS et al., 2005).
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A preparacédo do paciente, com radiacdo e quimioterapia, tem o objetivo
de depletar suas células medulares, permitindo o estabelecimento das células
transplantadas em um meio apropriado. Os aloenxertos de tecido linféide s&o
particularmente imunogénicos, em virtude do elevado contetdo de células que
expressam moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de
classe II. As células doadas atingem a medula 6ssea do receptor, a repovoam
e passam a cumprir suas funcdes fisiolégicas no hospedeiro (SHARON. J,
1998). Desta forma, o hospedeiro e o doador devem ter sua compatibilidade
cuidadosamente testada para todos os loci polimorficos do MHC (ABBAS et al.,
2005).

Gradativamente, espera-se que em cerca de 3 semanas se inicie a hova
hematopoiese e a recomposicdo de um novo sistema imune. A partir deste
momento existe a possibilidade de rea¢gbes imunes mediadas por células do
doador contra o receptor. Mesmo que doador e receptor sejam compativeis no
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e no sistema antigeno
leucocitario humano (HLA), pode ocorrer a doenca do enxerto contra
hospedeiro (DECH). Esta, associada as infeccfes sao consideradas as

principais complicagdes do transplante.

1.2 DOENCA ENXERTO CONTA HOSPEDEIRO (DECH)

A doenca 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 alogénico de medula 6ssea (LAMPERT et
al., 1982). E uma sindrome com varias manifestacées clinicas, patologicas e
imunolégicas (NICOLAU-GALITIS et al., 2001, MATTSSON, T. et al., 1992). A
DECH ocorre quando os linfécitos T da medula transplantada reconhecem
como estranhos o0s antigenos do complexo de histocompatibilidade do
hospedeiro, proliferando e atacando os tecidos do mesmo (MATTSSON et al.,
1992; MERAD, M, 2002).

A falha na “pega” do enxerto e a doenca enxerto contra hospedeiro sédo

as principais razdes para que o TCTH fosse descontinuado até que técnicas
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para definir precisamente a histocompatibilidade humana fossem criadas,
sendo esta ultima a principal barreira para o sucesso do transplante alogénico
de células-tronco hematopoiéticas (CLARK, F.J., 2002; CHAKRAVERTY, R.,
2002; SATO, M., 2006).

Segundo Billinghan et al. (1966) ha alguns pré-requisitos para o
desenvolvimento da DECH. Primeiro, o enxerto deve conter células
imunologicamente competentes; segundo, o hospedeiro deve ser incapaz de
apresentar resposta efetiva para destruir as células transplantadas; terceiro, o
hospedeiro deve expressar antigenos teciduais que ndo estdo presentes no

doador.

Assim, de acordo com esses critérios, a DECH pode ocorrer em
qualquer situacdo em que o tecido contendo células imunocompetentes
(componentes sanguineos, medula 6ssea, 6rgaos sélidos) sejam transferidos
entre individuos. A idade avancada do receptor, uso de células tronco de
sangue periférico, o alotransplante, a disparidade de sexo entre doador e
receptor (doador feminino para receptor masculino), o uso de radiacdo no
condicionamento e a dose necessaria de drogas imunossupressoras,
aumentam o risco para o desenvolvimento de DECH (CLARK, F.J. 2002;
CHAKRAVERTY, R. 2002).

Hasseus et al. (2001) descreveram duas formas de DECH: aguda (DECHa)
e cronica (DECHc). No passado, eram definidas de acordo com a época de
aparecimento dos sinais clinicos. Na forma aguda as manifesta¢cdes surgem
antes dos 100 dias pés-transplante sendo caracterizada pelo envolvimento de
pele, como um rash maculo papular, figado e trato gastrintestinal. A forma
cronica é caracterizada pela persisténcia das manifestacdes ou aparecimento

dos sinais apos este periodo.

Nos ultimos anos, estudos na pratica do transplante modificaram as
definicbes para a DECH. Sendo assim, novos critérios para o diagnostico da
DECH foram estabelecidos, onde se leva em conta caracteristicas clinicas,
independentemente do tempo de aparecimento dos simtomas. (FILIPOVICH et
al., 2005)
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De acordo com o ultimo consenso do National Institute of Health, (NIH)

para dar-se o diagndéstico da DECH s&o necessarios estar presentes:
1. a auséncia da forma aguda da DECH,;

2. presenca de pelo menos 1 critério clinico diagnostico da DECH ou
presenca ao menos de 1 manifestacéo distintiva associada ao exame

anatomopatologico,

3. a exclusdo de outros diagnésticos possiveis (FILIPOVICH et al.,
2005).

As manifestacdes diagnésticas da DECHc sao aquelas que quando
observadas séo suficientes para estabelecer o diagnéstico, sem a necessidade
do anatomopatologico. Por exemplo, a presenca de lesGes cutaneas
poiquilodérmicas, lesGes liquen plano like, esclerodermiformes, liquen
escleroso like na pele ja confirmam o diagnéstico de DECHc. Ja as
manifestagdes distintivas ndo sao encontradas na DECH aguda, mas ndo séo
consideradas suficientes para dar um diagnostico de DECH sem a realizacao
de exames adicionais como 0 anatomopatolégico ou outros testes relevantes
(FILIPOVICH, et al., 2005)

Portanto, este Ultimo consenso é baseado ndo mais na data de inicio

dos sintomas, mas no tipo de manifestagdes clinicas.

Apos os critérios de confirmacgéo do diagndstico, foi proposto um escore
global da DECHc, com base no numero de 6rgaos ou locais envolvidos e na
gravidade de cada 6rgao afetado, com graduacdo em leve, moderada e grave.
Esta classificacdo reflete o grau da doenca e implica a terapéutica
recomendada. (FILIPOVICH, et al., 2005)

A cavidade bucal é afetada em ambas as formas de DECH, sendo a
morbidade oral altamente significativa (SALE, G.E. 1984).
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As les@es liquenoides, afetando mucosa bucal, lingua, palato ou labios,
placas hiperqueratéticas e restricdo a abertura bucal sdo caracteristicas
diagnosticas de DECHc, sendo suficientes para estabelecer o gisgnostico. As
caracteristicas distintivas da DECHc oral incluem xerostomia, mucocele, atrofia
e Ulceras requerendo o exame anatomopatoldgico complementar (FILIPOVICH
et al., 2005).

'ﬂ;l-;ﬁ.'?‘e ol b

Figuras 1,2,3: Lesdo Liquendide; Placa Hiperqueratética e Restricdo da

abertura bucal.

Fonte: http://www.atlasdermatologico.com.br

As caracteristicas histolégicas do GVHD podem variar, especialmente,
na dependéncia do érgao acometido. Na boca, o GVHD exibe alteracdes
histologicas em epitélio e glandula salivar menor. No epitélio as alteracfes
podem ser generalizadas ou localizadas e incluem inflamacdo liquendide,
exocitose e apoptose. Nas glandulas salivares menores nota-se desde a
presenca de linfécitos com ou sem plasmdécitos periductais e intralobulares, e
exocitose de linfécitos dentro dos ductos intralobulares e &cinos e fibrose
intralobular (SHULMAN, et, al. 2006).
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Figura 4 : Caracteristicas histologicas da DECHc (40x).

A fisiopatologia da DECH é pouco esclarecida e estudos posteriores sao
necessarios para se tentar reaver o equilibrio que traria beneficios ao portador
de DECHc, limitando o dano tecidual e, portanto, aumentando a sobrevida

destes pacientes.

1.3 CELULAS DENDRITICAS

As células dendriticas constituem uma familia de células apresentadoras
de antigeno oriundas de progenitores hematoipoéticos da medula 6ssea com
capacidade para interagir com linfocitos T e B e modular suas respostas.
Foram descritas em 1973 por Steinman e Cohn a partir de células isoladas no
baco, sendo denominadas dendriticas devido a sua morfologia (SOUZA et al.,
1999; STEINMAN, R.M; COHN A.A, 1973).

A manipulacdo das células apresentadoras de antigeno oferece uma
ferramenta potencial para a modulacdo da resposta imune apds o transplante
(CLARK, F.J; CHAKRAVERTY, R. 2002)
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As células dendriticas sdo células do sistema imune que tém como
principal funcdo processar e apresentar antigenos para outras células. Neste
contexto, sdo consideradas as mais importantes células apresentadoras de

antigeno do organismo (SOUZA, et al., 2009).

Estudos realizados em modelos experimentais foram importantes para
definir a participacdo de células dendriticas na patogénese da DECH
(SHLOMCHIK et al., 1999)

Duas linhagens distintas de células dendriticas tém sido referidas em
humanos: células dendriticas mieldides, que expressam CDla e células
dendriticas plasmocitdides, que ndo expressam estes antigenos e tém como
aspecto caracteristico a expressao do receptor alfa de interleucina-3 (CD123).
Consequentemente, estas células requerem interleucina-3 para sua sobrevida
“in vitro”. As células dendriticas plasmocitoides tém pouca atividade fagocitica e
produzem interferon-alfa (IFN-a ) apds ativacao por infecgéo viral (ROSSI et al.,
2002).

As duas populacdes de células dendriticas, mieldides e plasmocitéides
podem ser distinguidas por suas diferentes capacidades funcionais. As células
dendriticas mieldides sao derivadas de mondcitos e macrofagos, enquanto as
células dendriticas plasmocitéides poderiam ser de origem linfoide (CHARLES
et al., 2010), além de diferir na sua propensao a gerar interleucina-12 em
resposta a estimulos de maturacdo e de acordo com a sua habilidade de
produzir respostas TH1 (ABBAS et al. 2005).

A maturacdo das células dendriticas e o processo inflamatorio s&o
importantes no direcionamento da resposta imune a virus e bactérias,

principalmente nos momentos iniciais. (SOUZA et al., 2009).

Um subconjunto exclusivo das células dendriticas mieldides (CD1a"),
sdo as células de Langerhans, que estdo presentes no epitélio da pele e
mucosas, servindo como um mecanismo protetor nesta barreira fisica, iniciando
tanto respostas inatas quanto imunes, agindo como sentinelas imunoldgicas
(HASSEUS et al., 2001; MERAD et al., 2002; MERAD, M. 2005).

As células de Langerhans da epiderme s&o as células dendriticas

imaturas mais estudadas. Durante a invasdo de patégenos, as células
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dendriticas imaturas capturam antigenos estranhos e rapidamente deixam a
epiderme ou mucosas (STEINMAN, 1985). Em seguida elas migram para
nédulos linfaticos e a partir desta migracdo sofrem maturacdo fenotipica e

funcional.

Deguchi et al., (2002) realizaram estudo onde compararam a distribuigéo
de células apresentadoras de antigenos em diversas doencas de pele, entre
elas a populacdo mieldide, que se mostrou participante ndo somente na
doenca enxerto contra hospedeiro crénica, mas também na dermatite

espongidtica e liquen plano.

Orti-Raduan, (2009) obtiveram resultados em mucosa bucal de
pacientes com DECHc, que concluindo que as células de Langerhans tiveram

aumento significativo quando comparadas com grupo controle de mucosa sa.

Alguns outros estudos tém esclarecido propriedades imunoldgicas
peculiares das células dendriticas plasmocitides (CD123"). Estes estudos
sugerem que estas células podem afetar variavelmente respostas de células T
alogénicas dependendo pelo menos, em parte, do seu estado de maturacéo e
ativacdo (ROSSI et al., 2002). Esta subpopulacdo de células dendriticas tem
um papel crucial na iniciagcdo de respostas antivirais e antitumorais (KUTZNER
et al., 2009).

As células dendriticas plasmocitdides no estado basal estdo ausentes da
pele, ao contrario das células dendriticas mieldides, sugerindo que a presenca
das células dendriticas plasmocitéides na pele em condi¢des patolégicas € a
consequéncia de mecanismos ativos de recrutamento (CHARLES et al., 2010).

Além disso, estao preferencialmente localizadas na epiderme nas lesdes
de Dermatomiosite (MCNIFF et al., 2007), ja em outras doencgas autoimunes
como Lupus e Psoriase ao longo da juncdo dermoepidérmica ao redor de
foliculos pilosos (CHARLES et al., 2010). Isto demonstra sua participacdo em
lesbes cutaneas de doencas autoimunes e diferencas no seu padrdo de

distribuicdo, sugerindo mecanismo patogénico distinto.

O papel das células dendriticas plasmocitéides na doenca enxerto contra
hospedeiro permanece incerto e sua fungdo in vivo como células

apresentadoras de antigeno permanece controversa. Foi demonstrado em
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murinos que elas podem ser capazes de iniciar células T alorreativas e causar
doenca enxerto contra hospedeiro (KOYAMA et al., 2009). Além disso a
deplecédo de células dendriticas plasmocitoides do enxerto de medula 0ssea
resultou em aceleracdo da mortalidade por DECH (BANOVIC et al. 2009).

1.4 CELULAS NK (natural killer)

As células dendriticas plasmocitoides tém implicacdes particulares na
recuperacédo imunoldgica no periodo logo apos o transplante de células tronco.
A interacdo de células dendriticas plasmocitoides com células NK (natural
killer) determina resposta importante para a inducéo de tolerancia para evitar a
DECH e um efeito antitumoral para prevenir recaida (CHKLOVSKAIA et al.
2004).

Gerosa et al., (2005) relataram que as células dendriticas plasmocitoides
encontradas no sangue periférico sdo necessarias tanto para induzir, quanto
para estimular a atividade de células NK (natural killer), em resposta ao virus

da gripe.

As células dendriticas plasmocitdides apdés o0 reconhecimento de
patogenos, produzem grandes quantidades de IFN-a para ativar o sistema
imune inato e desencadear respostas imunes, este IFN-a tipo | produzido pelas
células dendriticas plasmocitdides desempenham um papel critico na
regulacdo das funcdes de varios tipos de células do sistema imune, dentre
elas, ativando células NK (HANABUCHI, et al., 2006).

Muitas citocinas estdo envolvidas no desenvolvimento da DECH apds o
transplante como uma cascata durante a ativacao sequencial de monécitos e
células T. Estas citocinas, produzidas por linfécitos T, induzem respostas de
linfécitos T citotoxicos, NK e de fagdcitos mononucleares com producgéo de IL-1
e TNF-a. Existem fortes evidéncias de que estas citocinas e a citotoxidade
mediada por células levariam a destruicdo dos tecidos alvo durante a DECH
(FERRARA, J., 2000).
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Os grandes linfocitos granulares com atividade citotéxica denominados
linfocitos natural killer (NK) constituem a maior por¢éo de linfocitos repovoando

0 sangue periférico apos o inicio do enxerto (REIS et al. 2004).

Os linfocitos NK sdo populacdes celulares tipicamente chamadas de
linféides, com base em suas semelhancas morfoldgicas, destruicdo e funcao
(PEAKMAN, M., 1999). S&o responsaveis pela citotoxicidade natural contra
determinados alvos, independentemente de ativacdo prévia ou

independentemente das moléculas classicas MHC-I.

Estas células sao capazes de produzir citocinas e, portanto, tém um
importante papel na regulacdo da hematopoiese. Fenotipicamente sao
caracterizadas por apresentarem os marcadores CD16 e CD56 e auséncia do
marcador CD3. Alcan¢gam niveis normais durante o primeiro ano do transplante,
sendo importantes no inicio da recuperacdo imunoldgica principalmente na
protecao contra infec¢des (REIS et al. 2004; PEAKMAN, M., 1999).

Poucos relatos da participacdo e do padrdo de distribuicdo dessas
células nas les6es de DECHc de mucosa bucal. Sendo assim, sua investigacao
poderia ser uma estratégia promissora para um melhor entendimento da

patogénese e novas abordagens terapéuticas da DECH.
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ARTIGO

INTRODUCAO

A doenca 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 alogénico de medula 6ssea.’* E uma
sindrome com varias manifestacdes clinicas, patolégicas e imunoldgicas,
sendo atribuida a acao de linfocitos T ativados de um doador HLA incompativel
em um receptor imunocomprometido.***® A DECH ocorre quando os linfécitos
T da medula transplantada reconhecem como estranhos os antigenos do
complexo de histocompatibilidade do hospedeiro, proliferando e atacando os

tecidos do mesmo.'?13

Para que a DECH ocorra, o0 enxerto deve conter células
imunologicamente competentes e 0 hospedeiro deve ser incapaz de apresentar
resposta efetiva para destruir as células transplantadas. Além disso, o
hospedeiro deve expressar antigenos teciduais que ndo estdo presentes no

doador.?

Os fatores de risco para o desenvolvimento da DECH estéo presentes
tanto no doador quanto no receptor. Fatores de risco do receptor sdo: idade
maior que 50 anos, o regime de condicionamento pré transplante, o uso de
radiacdo e o tipo de profilaxia utilizada. Os fatores de risco relacionados ao
doador séo: a disparidade de sexo entre doador e receptor (doador feminino e
receptor masculino), o nimero de gestacdes prévias, a compatibilidade HLA e

o tipo de fonte de células utilizado.>*

De acordo com a cronologia, achados clinicos e histologia, pode-se
classificar a DECH em duas formas: aguda (DECHa) e cronica (DECHc), de
acordo com a época de aparecimento das manifestacdes clinicas. Na forma
aguda as manifestacdes surgem antes dos 100 dias pds-transplante e €
caracterizada pelo envolvimento de pele (através de rash cutdneo maculo

papular), figado e trato gastrintestinal.’

A cavidade bucal é afetada em ambas as formas de DECH, sendo a

morbidade oral altamente significativa.?> De acordo com a classificacdo atual,
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proposta pelo National Institute of Health (NIH), a presenca de lesdes orais
liquenoides, placas hiperqueratéticas e restricdo a abertura bucal sao
caracteristicas diagnosticas de DECHc, isto é, sao suficientes para a
comprovacdo diagnéstica de DECH, dispensando a analise histoldgica. As
manifestagcbes de xerostomia, mucocele, atrofia e Ulceras necessitam da

confirmacao histolégica.”®

A utilizacdo de anticorpos monoclonais em técnicas imuno-histoquimicas
vem sendo frequiente em estudos para a investigacdo das subpopulagdes de
células linfoides envolvidas na DECH bucal, incluindo as células

dendriticas.> "8

As células dendriticas constituem uma familia de células apresentadoras
de antigeno (APCs) oriundas de progenitores hematoipoéticos da medula
O0ssea com capacidade para interagir com linfécitos T e B e modular suas
respostas. Foram descritas em 1973 por Steinman e Cohn a partir de células

isoladas no baco, sendo denominadas dendriticas devido a sua morfologia.*>°

Duas linhagens distintas de células dendriticas tém sido descritas em
humanos: células dendriticas mieldides, que expressam CD1la, sendo
derivadas de mondcitos e macrofagos e células dendriticas plasmocitoides, que
expressam o receptor alfa de interleucina-3 (CD123) e tém uma origem
linféide.*

O papel das células dendriticas plasmocitéides na doenca enxerto contra
hospedeiro permanece incerto e sua fungdo in vivo como células
apresentadoras de antigeno permanece controversa. Foi demonstrado em
murinos que elas podem ser capazes de iniciar células T alorreativas e causar
doenca enxerto contra hospedeiro.’® Por outro lado a deplecdo de células
dendriticas plasmocitoides do enxerto de medula 6ssea resultou em aceleracao
da mortalidade da DECH.?

As células dendriticas plasmocitoides tem implicacGes particulares na
recuperacao imunoldgica no periodo logo apés o transplante de células tronco,
e a sua interacdo com células NK (natural killer) determinando respostas
importantes para a indugcdo de tolerancia para evitar a DECH e um efeito

antitumoral para prevenir recaidas.?
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N&do ha relatos da participacdo e do padrédo de distribuicdo dessas
células nas lesdes de DECHc de mucosa bucal. Sendo assim, sua investigacao
poderia ser uma estratégia promissora para um melhor entendimento da

patogénese e novas abordagens terapéuticas da DECH.

OBJETIVO

Avaliar a presenca e a concentracdo das células dendriticas e células
NK, imunomarcadas pelos anticorpos primarios anti-CD123, anti CDl1a e anti-
CD56 em fragmentos de mucosa de pacientes submetidos ao transplante de
células-tronco hematopoiéticas com e sem DECH cronica.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Fundagéo Hospital Amaral Carvalho, Jau — SP, sob 0 n°141/10.

Biopsias por punch de mucosa oral de pacientes do Hospital Amaral
Carvalho, submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas foram
obtidas do arquivo do servico de Anatomia Patologica no periodo de 2009 a
2011. Foram selecionados dois grupos: Grupo 1: 13 bidpsias de mucosa oral
de pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) submetidos ao o transplante
alogénico de células-tronco hematopoiéticas de medula 6ssea de doadores
aparentados que desenvolveram doenca enxerto contra hospedeiro cronica
(DECHQc), confirmado pela analise clinica e microscépica. Grupo 2: 13 bidpsias
de mucosa oral de pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) submetidos
ao o transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas de medula 6ssea
de doadores aparentados que nao desenvolveram doenca enxerto contra
hospedeiro crénica (DECHc), confirmado pela andlise clinica e microscopica.
Auséncia de DECHc também em outros oOrgados (pele, figado e trato

gastrointestinal), durante todo o tratamento imunossupressor pos-transplante.
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MARCACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Cortes microscopicos seriados de 3um de espessura fixados em formalina
tamponada, foram obtidos e preparados para coloracdo imuno-histoquimica.
Apos o corte, as fitas obtidas pelo micrétomo foram colocadas em banho-maria
histologico e depositadas em laminas previamente silanizadas (Organo-silano
Sigma Cdéd A3648). As laminas com os cortes foram levadas a estufa a 60°C
por 5 horas. Em seguida foi efetuada a desparafinizacdo e hidratacdo dos
cortes microscopicos em 3 cubas de xilol por 10 minutos cada uma e 4 cubas
de alcool absoluto (99,5%), 1 minuto cada e posteriormente deixados em agua
destilada por 3 minutos. Em seguida foram realizados os protocolos imuno-
histoquimicos, utilizando a técnica Streptavidina Biotina Peroxidase (LSAB-
Dako) para o anticorpo anti-CD123 e a técnica do Polimero (Envision) para o
anticorpo anti-CDl1la e anti-CD56. A recuperacdao antigénica foi feita com
tampao citrato pH 6.2 Target (Dako-K-035) em camara pressurizada. A
incubagdo com anticorpo monoclonal anti-CD123 (clone 6H6-e Bionscience) a
1:200 em diluente apropriado (Dako coéd S3022) por 30 minutos em
temperatura ambiente. A incubacdo com anticorpos monoclonais anti-CDla
(clone 010-Dako) a 1:50 e anti-CD56 (NCAM-clone 1B6-Biocare Medical) a
1:100 em diluente apropriado (Dako céd S3022) por 30 minutos em

temperatura ambiente.

QUANTIFICACAO DE CELULAS
As células dendriticas e células NK do corion foram quantificadas por
meio de um sistema computadorizado de captura de imagens na regidao do

tecido conjuntivo subepitelial.

A contagem das células foi realizada, por dois examinadores, sem 0
conhecimento prévio dos grupos a que pertenciam as amostras de mucosa

bucal.

O numero de células dendriticas do corion da mucosa bucal
imunomarcadas, por milimetro quadrado, em cada espécime cirargico foi
calculado dividindo-se a média das células dendriticas presentes nos 10

campos examinados pela area percorrida em cada espécime. As imagems
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foram capturadas por um sistema de processamento e analise de imagens

(Image Lab — Softium Informatica Ltda - ME).

ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicado o método de Mann-Witney, pois os dados néao

apresentaram uma distribuicdo normal.

RESULTADOS

Os resultados foram avaliados pelo método de Mann-Witney. A analise
entre grupos com e sem DECH demonstrou o aumento estastiticamente
significativo para as células CD1a (p=0,022) e para as células CD56 (p=0,04).
Houve auséncia de imunomarcacdo para as células CD123 tanto nos casos
com DECH como nos sem DECH.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o sexo, a idade apresentada
no momento da biopsia, nos diferentes Grupos de pacientes transplantados
gue desenvolveram a doenga (Grupo 1) e os que nao desenvolveram (Grupo

2), pode ser visualizada na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos pacientes com e sem DECHc de acordo com 0 sexo e a idade.

Caracteristicas Com DECHc Sem DECHc
n % n %
Sexo
Masculino 7 53,8 9 69,2
Feminino 6 46,2 4 30,8
ldade
< 20 anos 1 7,7 1 7,7
21 a 40 anos 8 61,5 10 76,9
2 40 anos 4 30,8 2 15,4
TOTAL 13 100 13 100

n = numero de pacientes
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A distribuicdo dos pacientes de acordo com acordo com o diagnostico da
doenca, a data da biopsia em relacdo ao dia do transplante (D+) e terapia
imunossupressora atual.
nos diferentes Grupos de pacientes transplantados que desenvolveram a
doenca (Grupo 1) e os que nao desenvolveram (Grupo 2), pode ser visualizada

na Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo dos pacientes com e sem DECHc de acordo com o diagndstico da

doenca; D+, a data da biopsia em relacéo ao dia do transplante e terapia imunossupressora

atual.
Caracteristicas Com DECHc Sem DECHc
n % n %
Diagnostico
LMA 13 100 13 100
D+ (Dias)
<100 2 154 12 92,3
101-200 8 61,5 1 7,7
2201 3 23,1 0 0
Terapia Imunossupressora
Sim 9 69,2 12 92,3
N&o 4 30,8 1 7,7
TOTAL 13 100 13 100

n = numero de pacientes, D+, dia apos o transplante de células tronco hematopoiéticas no qual foi

realizada a biopsia.

A distribuicdo dos pacientes de acordo a relacdo do sexo entre
receptor/doador, nos diferentes Grupos de pacientes transplantados que
desenvolveram a doenca (Grupo 1) e os que nédo desenvolveram (Grupo 2),

pode ser visualizada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicdo dos Grupos com e sem DECHc indicando a relacdo do sexo entre

receptor/doador.
Caracteristicas Com DECHc Sem DECHc
n % n %
Receptor/Doador
(Aparentado)
M/M 6 46,2 7 53,8
M/F 2 15,3 2 15,4
FIF 5 38,5 4 30,8
TOTAL 13 100 13 100

n = nlimero de pacientes; M: masculino; F: feminino
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Figura 5: Aspecto microscépico da mucosa bucal de pacientes transplantado
com DECHc 20X (infiltrado inflamatério).

Figura 6: Aspecto microscépico da mucosa bucal de pacientes transplantado
com DECHc 40X (areas de apoptose).
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Figura 7: Células CD1a* em mucosa bucal de paciente transplantado com
DECHCc 20X.

Figura 8: Células CD1a" em mucosa bucal de paciente transplantado com
DECHc 40X.
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Figura 9: Auséncia de imunomarcacao para o anticorpo anti-CD123 em mucosa
bucal de pacientes com DECHc 20X.

Figura 10: Auséncia de imunomarcacédo para o anticorpo anti-CD123 em
mucosa bucal de pacientes com DECHc 40X.
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Figura 11: Células CD56" em mucosa bucal de paciente transplantado com
DECHc 20X.

Figura 12: Células CD56" em mucosa bucal de paciente transplantado com
DECHCc 40X.
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DISCUSSAO

Este estudo avaliou quantitativamente as subpopulagbes de células
dendriticas Miel6ides (CD1a), células dendriticas Plasmocitoides (CD123) e
células NK (CD56) no coérion da mucosa bucal de pacientes transplantados
com DECH crénica. A escolha de individuos com a mesma doenca base,
Leucemia mieldide aguda (LMA), sem grandes variacdes de faixa etaria e
transplantes alogénicos aparentados foram importante para homogeneizar a
amostra estudada, proporcionando semelhantes condi¢des antigénicas.

O infiltrado inflamatorio linfocitario, como observado no corion de
bi6psias de mucosa bucal em nosso estudo, € um aspecto caracteristico da
DECH pois sua ocorréncia esta associada a presenca de linfécitos T ativados
da medula 6ssea transplantada que reconhecem como estranhos os antigenos
do complexo de histocompatibilidade do hospedeiro, proliferando e atacando os
tecidos do mesmo.*®%

O foco neste estudo séo as células do cérion da mucosa bucal, diferente
da maioria dos trabalhos da literatura, os quais enfocam as células dendriticas
intraepiteliais da pele CD1a" / CD207" , as células de Langerhans, sendo a
subpopulacdo de células dendriticas mieldides dérmicas e plasmocitéides
pouco relatadas.!’1#%°

Este estudo demonstrou um aumento estatisticamente significante de
células CDla’/mm? no cérion da mucosa bucal em pacientes que
desenvolveram GVHDc quando comparado a individuos transplantados sem a
doenca. Este resultado foi semelhante a outros estudos que analisaram células
dendriticas na mucosa bucal de pacientes com GVHD, porém com avaliacédo
restrita a células de Langerhans.®

Uma possivel explicacdo para este aumento significativo da
subpopulacdo de células dendriticas mieloides, seria a producdo de
guimiocinas especificas responsaveis pelo recrutamento de precursores
mieldides a partir da medula 6ssea via sangue periférico. Um evento
alorrelativo de células T do doador contra células dendriticas residuais do
hospedeiro induziria o processo inflamatério caracteristico da DECH.'® Este
processo estimularia a secrecdo de quimiocinas, estabeleceria um gradiente

local, resultando no estimulo migratério para precursores hematopoiéticos
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CD34" ou mais diferenciados a partir da medula 6ssea transplantada. N&o
pode ser afastada a proliferacdo de células dendriticas “in situ”, embora
descrita apenas em tecidos s&o0s.!*'* As células dendriticas miel6ides
observadas no corion poderiam representar uma reserva para posterior
migracéo para o epitélio.

Na literatura ha um relato discordante, de acordo como o estudo de
Deguchi et al., 2002, que avaliando DECH aguda e crbnica de pele, mostrou
um numero reduzido de células dérmicas CD1a’. Uma possivel explicacdo para
esta discrepancia, além de diferencas intrinsecas relativas ao tecido em
estudo, sdo os critérios diagnosticos de DECH cbnica ndo estarem ainda bem
estabelecidos, sendo utilizado o critério cronoldgico (mais de 100 dias) para
incluséo dos casos.

Foi possivel constatar-se neste estudo, um aumento estatisticamente
significativo de células NK/mm? no infiltrado inflamatério do cérion da mucosa
bucal de pacientes com GVHD em relagdo ao grupo controle.

Isso significa que outros fatores de ativacdo podem estar envolvidos,
uma vez que ceélulas dendriticas plasmocitdides sabidamente ativadoras de
células NK néo foram detectadas.

Os resultados deste estudo demonstraram a auséncia de células
CD123" no corion de mucosa bucal de pacientes com e sem DECH, o que fala
contra a participagdo da linhagem de células dendriticas plasmocitéides na
patogénese da DECHc. Ao contrario, em estudo realizado em pele por Weiss et
al., 2007, foi detectada uma relevante infiltracdo dérmica (>20 células por mm?)
de células dendriticas plasmocitoides em pacientes com DECH quando
comparada a reacdo a droga, onde o infiltrado era predominantemente da
linhagem mieldide.

Estudos demonstram a auséncia de imunomarcacdo de células
dendriticas plasmocitéides CD123" em pele normal, psoriase e erupgao
polimorfa & 1uz.®?"?° J4 em lesdes cutdneas de doencas autoimunes Lupus
Eritematoso e Dermatomiosite, sua expressdo esta aumentada.™

Desde que células dendriticas plasmocitdides sdo sabidamente
ativadoras de células NK, ndo se pode ser totalmente afastada sua participacao

na patogénese da doenca, seja em fase muito iniciais ou em ndmero muito
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reduzido, com deteccao prejudicada pela baixa sensibilidade dos anticorpos
comercialmente disponiveis na atualidade.®

Estudos futuros seriam necessarios para afastar outros fatores
ativadores de células NK, bem como confirmar a auséncia de células
dendriticas da linhagem plasmocitéide no corion da mucosa bucal de pacientes
submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas com doenca

enxerto contra hospedeiro cronica.

CONCLUSAO

O presente estudo comprovou o aumento de células CDla+ e NK no
cérion da mucosa bucal de pacientes com DECH crbnica. A auséncia da
imunomarcacdo para CD123 ndo exclui a sua participagdo no processo da
DECH cronica. Estudos posteriores com maior numero de casos e comparando
a expressao destes marcadores também na DECH aguda serdo de grande

valia para a melhor compreenséo da fisiopatologia da DECH.
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