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Silva EV. Frequéncia de centros germinativos e caracterizacéo de células dendriticas
mieloides e plasmocitoides na sindrome de Sjogren [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

A sindrome de Sjogren (SS) € uma doenca autoimune crdnica sistémica que afeta
principalmente as glandulas salivares e lacrimais, ocasionando xerostomia e
ceratoconjuntivite sicca, respectivamente. A histopatologia de biépsias de glandulas
salivares menores (GSm) exibindo sialadenite linfocitica focal (SLF) com um escore
focal =1, € um critério diagndstico importante para definir o dignéstico de SS. Em
alguns casos, a SLF mostra a presenca de centros germinativos (CGs). Alguns
estudos sugerem que CGs na SLF pode ser preditivo para o desenvolvimento de
linfoma em pacientes com SS. As células dendriticas (CDs) séo eficientes células
apresentadoras de antigenos e foram sugeridas agir modulando a ativacéo de células
T e B na SS; no entanto, a sua contribuicdo precisa ser melhor esclarecida. Este
estudo analisou a frequéncia de CGs e a presenca de CDs mieloides e plasmocitoides
em biopsias de GSm de pacientes com SS priméria (SSp). Cinquenta casos de SSp
(grupo SSp) e 31 casos de lesdes orais reativas (ndo SS, ndo sicca, grupo controle)
contendo também caracteristicas tipicas de SLF, foram avaliados por analise
morfolégica e imunoistoquimica (CD10, CD23 e Bcl-6), visando a detec¢édo de CGs.
Além desses, para caracterizar a presenca de CDs, foram utilizados os seguintes
anticorpos CD1la, CD207, CD123 e CD303. A andlise morfolégica revelou CGs em
20% (10/50) e 19% (6/31) do grupo SSp e controle, respectivamente. O nimero de
focos foram significativamente maiores no grupo SSp do que no grupo controle com
FS <1. A imunoistoquimica confirmou todos os achados morfoldgicos (CG mostrando
positividade para CD23 e Bcl-6, com expressédo variavel de CD10) e adicionalmente
em 3 e 1 casos do grupo SSp e controle, respectivamente. A andlise imunoistoquimica
para CDs, no grupo SSp, revelou uma populacdo heterogénea de células de
Langerhans (CLs) CDla+ e CD207+ localizadas preferencialmente em padrao
periductal, e de CDs plasmocitoides (CDp) CD123+ e CD303+ distribuidas na periferia
dos infiltrados inflamatoérios; enquanto que, no grupo controle, essas células foram
escassas (CLs, p<0,05). Em concluséo, este trabalho mostra que a SLF também pode
ser observada quando examinando lesdes orais reativas, as quais apresentaram
frequéncia de CGs semelhante as encontradas em pacientes com SSp. Ainda, a
imunoexpressao de marcadores de CDs em pacientes com SSp sugere a participacao
dessas células na perpetuacdo do processo imunoinflamatorio na SSp, contribuindo
na elucidacao de alvos imunoterapéuticos.

Palavras chave: Sindrome de Sjogren. Glandulas salivares menores. Centro

germinativo. Células dendriticas. Imuno-histoquimica.



Silva EV. Frequency of germinal centers and characterization of myeloid and
plasmacytoid dendritic cells in Sjogren's syndrome [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

Sjogren's syndrome (SS) is a chronic autoimmune disease that mainly affects the
salivary and lacrimal glands, causing xerostomia and ceratoconjunctivitis sicca,
respectively. Histopathology of minor salivary glands (mGSs) biopsies showing the
presence of focal lymphocytic sialadenitis (FLS) with focal score =1 is an important
diagnostic criterion to define SS. In some cases, the FLS shows the presence of
germinal centers (GCs).Some studies suggest that GCs in FLS may be predictive for
lymphoma development in SS patients. Dendritic cells (CDs) are efficient antigen
presenting cells and have been suggested to act by modulating the activation of T- and
B-cells in SS, however, their contribution needs to be further clarified. This study
analyzed the frequency of GC and the presence of myeloid and plasmacytoid DCs in
MGSs biopsies of patients with primary SS (pSS).Fifty cases of primary SS (pSS
group) and 31 cases of oral reactive lesions (non-SS non-sicca, control group)
containing also typical FLS features, were assessed by morphological and
immunohistochemical (CD10, CD23 and Bcl-6) analysis, aiming at the detection of
GCs. In addition to these, to characterize the presence of DCs, the following antibodies
CD1la, CD207, CD123 and CD303 were used. The morphological analysis revealed
CGs in 20% (10/50) and 19% (6/31) of the pSS and control group, respectively. The
FS and number of foci were significantly higher in pSS than control group with FS<1.
Immunohistochemistry confirmed all morphological findings (GCs showing CD23 and
Bcl-6 positivity, with variable CD10 expression) and additionally in 3 and 1 cases of the
pSS and control group, respectively. Moreover, another 6 and 2 cases of the pSS and
control group with FS21, respectively, showed positivity only for CD23.
Immunohistochemical analysis for DCs, in the pSS group, revealed a heterogeneous
population of CD1a+ and CD207+ Langerhans cells, preferably located in a periductal
pattern, and of CD123+ and CD303+ plasmacytoid DCs (pDCs) distributed on the
periphery of inflammatory infiltrates; whereas, in the control group, these cells are
scarce (LCs, p<0,05). In conclusion, this study demonstrated that FLS can also be
observed when assessing of reactive oral lesions, which showed similar frequency of
GCs with those found in SSp patients. In addition, the immunoexpression of DCs in
pSS patients suggest the participation of these cells in the perpetuation of the
inflammatory process in pSS, contributing to the elucidation of immunotherapeutic
targets.

Keywords: Sjogren’s syndrome. Salivary Glands, minor. Germinal center. Dendritic

cells. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome de Sjégren

A sindrome de Sjogren (SS) é uma doenca autoimune crbénica sistémica que
afeta principalmente as glandulas salivares e lacrimais, ocasionando disfuncéo
glandular, incluindo ceratoconjuntivite sicca, hipossalivagao e sintomas de secura oral
e ocular®. Estima-se que a prevaléncia na populacédo em geral varia entre 0,5% a 3%,
com incidéncia de 4 casos por 100.000 individuos. Além disso, a proporcdo de
acometimento mulher/homem relatada é de 9:1, sendo predominantemente
observada em adultos de meia-idade??3.

A doenca é classificada em SS primaria (SSp) e secundéria (SSs); a SSp ocorre
de forma isolada e a SSs se manifesta em associagdo com outras doencas
autoimunes do tecido conjuntivo, como a artrite reumatoide e llpus eritematoso
sistémico e esclerose sistémica®*. Manifestacdes extraglandulares, como mialgia,
artralgia e fadiga ndo sao achados incomuns (cerca de 5% a 10% dos pacientes com
SSp), doencgas cardiovasculares, insuficiéncia renal, doenca pulmonar intersticial, e
distarbios imunoldégicos, como hipergamaglobulinemia, fator reumatoide,
hipocomplementemia, crioglobulinemia e autoanticorpos direcionados as particulas da
ribonucleoproteina SSA/Ro e SSB/La, sdo frequentemente detectados®. Além dessas
manifestacbes, estudos mostram que pacientes com SS apresenta uma maior
predisposi¢cao a desenvolver linfomas ndo-Hodgkin de células B, especificamente o
linfoma de tecido linfoide associado a mucosa (MALT), quando comparado a
populacdo em geral®%7.

Reconhece-se que a etiopatogénese da SS ainda ndo esta esclarecida; no
entanto, a associacdo entre predisposicdo genética, modificacbes epigenéticas,
fatores ambientais e hormonais tém sido fortemente associados a resposta imune
contra autoantigenos visualizada nessa sindrome®°. A ativacdo imune contra as
particulas de ribonucleoproteina SSA/Ro e SSB/La expressas pelo epitélio das
glandulas exoécrinas pode ser desencadeada por células dendriticas (CDs) presentes
também nesse epitélio, que conduzem o acumulo e a ativacdo das células do sistema
imune, em especial das células T e B°. 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-I) e estimulam as CDs,
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ativando o sistema de resposta imune inata e contribuindo para a cronicidade do
processo autoimune®?,

O diagnodstico da SS pode ser feito por meio de testes de secura ocular,
sialometria, ultrassonaografia, cintilografia, biépsia de glandulas salivares menores
(GSm) e deteccdo de autoanticorpos antirribonucleoproteina SSA/Ro e SSB/La no
plasma sanguineo®. Histologicamente, as biépsias de GSm de pacientes com SS
exibem aglomerados linfocitarios (focos) permeando o parénquima glandular, definido
como sialadenite linfocitica focal (SLF). O escore focal (EF) define o nimero de focos,
cada um deles contendo 50 ou mais linf6citos, em uma area glandular de 4mm2 11,
Notavelmente, GSm mostrando SLF com EF =1, é um critério diagndstico importante
para definir a SS'213, Em certas situagées, o infiltrado linfocitario que constitui os focos
pode apresentar centros germinativos, com alguns estudos indicando valor

prognostico para este achado, com tendéncia para desenvolver linfoma tipo MALT.

1.2 Centros Germinativos

Os centros germinativos (CGs) sao microambientes especializados dentro dos
tecidos linfoides, onde as células B sofrem extensa proliferacdo, hipermutacdo
somatica e selecdo de afinidade de antigeno. Estes CGs podem ser visualizados ao
avaliar bidpsias de GSm em pacientes com SS> 71519 Apesar da importancia da
organizacdo do infiltrado linfocitario em CGs nesses pacientes ainda nao esta
completamente esclarecida, com alguns estudos favorecendo’141620 ou n&do?-2% o
desenvolvimento de linfoma, suscita-se que eles reorganizem a arquitetura dos
infiltrados inflamatorios, facilitem a comunicacédo entre os linfocitos e podem desta
maneira estar relacionado ao desenvolvimento de linfoma'4.

Digno de nota, a relacédo entre a presenca desses CGs e o risco acentuado de
desenvolvimento de linfoma foi demonstrado em uma série de estudos’*4-6:20, Em um
desses, foi observado que 4% (7/175) de uma coorte de SSp desenvolveu linfoma em
um periodo de 10,6 anos, quando os casos foram comparativamente analisados a
partir do status CG-positivo e CG-negativo no momento do diagndéstico, as
porcentagens de desenvolvimento de linfoma foram de 14% e 0,8% respectivamente’.
Acredita-se que tal associacao seja resultado de uma estimulacdo cronica de células
B em CGs presentes nesses pacientes*. No entanto, outros estudos indicam que GCs

ndo sdo preditivos para o desenvolvimento de linfoma em pacientes com SS?1-23,
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Somado a esse achado, a presenca de CGs também se correlacionou com um
maior escore focal (EF), reducéo da producdo de saliva, niveis mais elevados de fator
reumatoide e anticorpos anti-SSA e anti-SSB11417.1924-26  Ajnda, os niveis de
quimiocinas, mediadores pro-inflamatorios capazes de atrair células linfoides e
mieloides, encontram-se aumentadas em pacientes com SS apresentando SLF com
presenca de CGs'4.

Estudos anteriores, através da coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) e
alguns deles também por imunoistoquimica (IQ), revelaram que os CGs podem ser
detectados em aproximadamente 25% das bidpsias de GSm de pacientes com
SSp’ 1419, variando de 16,5% a 59%>27. Além disso, outros estudos também
avaliaram a presenca de CGs em bidpsias da glandula parétidal®28-30, Destes,
enquanto alguns apresentaram resultados semelhantes com GSm?283°  outros
mostraram uma alta proporcéo (76% e 100%) de CGs nas glandulas parétidas do que
GSm em pacientes com SSp'6:2°,

A analise de CGs, por 1Q, foi determinada em alguns estudos levando em
consideracdo a rede de células dendriticas foliculares (CDF), através da
imunoexpressdo de CD21516:27.31 CD23 e CD35%2432, Qutros, utilizaram o anticorpo
Bcl-6, um fator de transcricdo altamente expresso em células B dentro de CGs?120,
bem como o uso de CD3/CD201633, para melhor caracterizacdo das populacées de
células B e T. Todavia, falta consenso nos critérios utilizados para identificacdo dos
CGs, através da técnica de 1Q%°, com alguns estudos indicando que focos isolados de
CDF, sem a expresséo de Bcl-6, ndo pode caracterizar estritamente um CG22,

Como o papel dos CGs na SSp ainda ndo esta totalmente esclarecido em
relacdo ao seu impacto progndsticol’, estudos relacionados a caracterizagdo
morfolégica, identificacdo de marcadores, bem como elucidacdo das vias
imunoldgicas e imunopatologicas, sdo necessarios para um melhor entendimento da

presenca destas estruturas na patogénese da SSp4.

1.3 Células Dendriticas (CDs)

As CDs sao derivadas de células-tronco hematopoiéticas na medula 0ssea,
integrantes do sistema de imunidade inata e eficientes células apresentadoras de
antigenos (APCs). As CDs sao capazes de estimular uma resposta imunitaria celular

contra células tumorais, desempenhar um papel importante na ativacao e funcao de
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linfécitos T e, ainda, auxiliar a manutencao da tolerancia periférica. As CDs, quando
sofrem processo de diferenciagdo sdo divididas em células dendriticas mieloides
(CDmi) e plasmocitoides (CDp)3*%. Recentemente, as CDs foram sugeridas como
candidatas a células mestras na ativacao de células T e B na SS, no entanto, sua

contribuicdo tem sido subavaliada®®.

1.3.1 Células dendriticas mieloides (CDmi)

As CDmi, ou classicas, sao células altamente especializadas encontradas em
tecidos linfoides e, também, ndo linfoides. Essa células, em seu estado imaturo,
capturam antigenos e migram através do sistema linfatico para a zona de células T de
orgaos linfoides secundérios, onde ativam células T auxiliares / citotoxicas naive e
uma resposta imune adaptativa é iniciada®®. Dependendo da forma como interagem,
diferentes padrdes de resposta sao definidos, podendo variar desde a tolerancia até
a eliminagdo do antigeno ou o estabelecimento de estados imunopatolégicos®’.
Quando presentes na pele e nas mucosas, as CDmi sdo conhecidas como células de
Langerhans (CL) e células dendriticas submucosas (CDsub)3®8. As CL tem localizagdo
preferencial no epitélio, jA as CDsub tem localizacao preferencial no tecido conjuntivo
adjacente.

As CL apresentam um papel indispensavel na imunovigilancia, principalmente
nas zonas de barreira de entrada de patégenos, tais como a pele, mucosas e tecido
periodontal®®. Sdo caracterizadas pela expressédo de S100, CD1a, CD45, moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II), E-caderina e a
lectina do tipo C Langerin (CD207)36. Estudos mostraram que ha um envolvimento das
CL na inducao da SS; bem como sua correlagdo com a intensidade e perpetuagéo do
processo inflamatério*®. Essas CDs foram observadas principalmente nas areas
periacinares e periductais préximas aos grandes infiltrados de linfcitos CD4+3340.41 e
apresentavam expressdo imunofenotipica para CD1a*"43, antigeno leucocitario anti-
humano (HLA-DR+)*! e S100+ %,

Curiosamente, ao avaliar a presenca dessas CL em biopsias de GSm e no
sangue periférico de pacientes com SSp, notou-se que elas se encontravam em
namero aumentado nas GSm e reduzidas no sangue periférico circulante, sugerindo,

assim, um papel importante na resposta imune inflamatéria local*!.
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As CDsub, também chamadas de CDs dérmicas, € um subtipo distinto de
CDmi que, além de ativar células T especificas do antigeno, apresenta capacidade de
estimular diretamente as células B naives a se diferenciarem em plasmdcitos in vitro*.
Estas, podem ser avaliadas a partir da expresséao fenotipica dos marcadores CD209
(DC-SIGN*), um receptor de membrana tipo Il, que apresenta um dominio de
reconhecimento de carboidrato C-terminal, presente na superficie de macréfagos e
CDs, o qual medeia interacdes intracelulares, reconhecimento e captura de
patégenos*®; e o fator Xllla (FXllla), uma transglutaminase dependente de Ca?*,
gerada na cascata de coagulacdo sanguinea, que € expressado positivamente nas
CDsub*4, Um estudo ao avaliar a presenca de CDsub DC-SIGN+ em tecido
periodontal, verificou que estas eram similares as DC-SIGN+ encontradas na pele,
contudo, o papel delas na gengiva humana ainda ndo eram bem definidos#.

No contexto da SSp, o trabalho de Wildenberg et al.*¢ avaliou as CDs por meio
da expressao de CD208 (DC-LAMP) e CD209 (DC-SIGN) em bidpsias de glandulas
salivares labiais e parétidas em quatro pacientes com SSp; 0s autores encontraram
gue a expressao de CD209 foi identificada em todos os pacientes, na SLF e no
parénquima glandular, enquanto o CD208+ foi expresso apenas na SLF*¢. Em outro
estudo, ao avaliar a expressao de IL-7Ra em GSm na SSp e correlacionar com a
inflamacéo glandular, foi possivel identificar a associacéo entre o0 aumento dos niveis
de IL-7Ra e numero de CDmi que expressavam CD209 e CD208, sugerindo que estas
células apresentavam um papel importante na intensificacdo e/ou ativacédo das células
T e B naives na inflamacdo glandular*. Porém, o mecanismo imunopatolégico das

CDsub na SSp ainda precisa ser melhor esclarecido.

1.3.2 Células dendriticas plasmocitoides (CDp)

As CDp sao células derivadas de progenitores linfoides e altamente
especializadas na producdo e secre¢cdo de altos niveis de interferon tipo | (IFN-I),
especialmente apds ativacdo por agentes virais (resposta antiviral). Elas expressam
constitutivamente receptores semelhantes a endossémicos toll-like (TLR), os quais
atuam no reconhecimento de RNA e DNA virais e podem se ligar aos acidos nucléicos
endo6genos*’#8, Entre os receptores endossémicos, o TLR7 e TLR9 constituem vias

cruciais pelas quais as CDp séo ativadas em doencas autoimunes sistémicas*®.
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Um conjunto de evidéncias supde 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 produzir altos niveis de fator de ativacdo de
células B (BAFF), um mediador da ativacdo de células B e da producdo de
autoanticorpos na SSp. Sugere-se, dessa forma, que as CDp podem estar
relacionadas com aumento de atividade dessa doenga*’4°.

Nesse contexto ao avaliar a presenca das CDp em GSm de pacientes com SSp,
através da expressao fenotipica dos anticorpos CD123%8, e CD3033%°48:50-53 o5 autores
notaram que as CDp eram expressas em numero aumentado nas GSm de pacientes
com SSp, com distribuicdo nos focos linfociticos e areas ductais, quando comparado
ao grupo controle (GSm saudaveis). Adicionalmente, ao correlacionar a presenca
dessas células na inflamacéo glandular e no sangue periférico da SSp, notou-se que,
apesar de ndo haver uma correlacao estatistica, as CDp estavam aumentadas nas
GSm e reduzidas no sangue periférico; sugerindo o envolvimento dessas na resposta

autoimune inflamatdria3®46,
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4 CONCLUSAO

A SLF também pode ser observada quando avaliando lesdes orais reativas, as
quais apresentaram uma frequéncia de CGs semelhante as encontradas em biopsias
de GSm de pacientes com SSp.

Nossos resultados, também, sugerem protocolos padronizados para analise
morfolégica e imunoistoquimica ao avaliar CGs em biépsias de GSm de pacientes
SSp.

Devido a frequéncia semelhante de CGs em lesdes orais reativas e SSp,
estudos adicionais, incluindo analise funcional de populagdes linfociticas e CGs em
SLF, sédo encorajados.

A expressdao de imunomarcadores de células dendriticas mieloides e
plasmocitoides em biépsias de pacientes com SSp, pode sugerir a participacao
dessas células na patogénese dos eventos imunoinflamatoérios na SS. Estudos futuros
analisando funcionalmente subconjuntos de CDs sdo essenciais para melhor

compreensao da patogénese da SS, visando alvos imunoterapéuticos.
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