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O liquen plano oral (LPO) e o acometimento oral da doenga do enxerto contra o
hospedeiro crénica (DECHc) apresentam caracteristicas clinicas e histolégicas
semelhantes, apesar da etiologia distinta. A apoptose, induzida por linfécitos T
citotdxicos, tem sido proposta como o tipo de morte dos ceratinocitos, em ambas
as doencas. A citotoxidade celular € mediada, dentre outros mecanismos, por
granulos contendo granzima B e perforina. Poucos trabalhos foram desenvolvidos
demonstrando o papel destas moléculas no liquen plano; dentre estes, alguns
estudaram a interacao das células que expressam estas moléculas com os demais
componentes do infiltrado. Contudo, ha raros estudos sobre este tema na DECHc.
Considerando que as caracteristicas em comum podem refletir similaridades nos
mecanismos imunoldgicos, o objetivo do nosso estudo foi correlacionar os
achados morfolégicos e imuno-histoquimicos do LPO e da DECHc oral,
na tentativa de compreender melhor a patogénese destas doencas.
Foram analisadas 29 amostras de LPO e 27 de DECHc oral, coletadas no periodo
de 1994 a 2007, de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas e na Unidade de
Transplante de Medula Ossea da UNICAMP. Novos cortes foram corados por H&E
e pela técnica imuno-histoquimica para CD4, CD8, MAC 387, ICAM-1, granzima B
e perforina. O numero de células CD4-positivas foi estatisticamente maior no LPO
do que na DECHc (p<0,0001), enquanto as médias totais (do epitélio + do tecido
conjuntivo) de células positivas para granzima B e perforina foram maiores na
DECHc que no LPO (p<0,05). Foi observado também que, quanto maior o numero
de células perforina+, maior era o numero de células granzima B+,
tanto no epitélio como no tecido conjuntivo, nos dois grupos de doencas (p<0,05).
No LPO, o numero de corpos apoptéticos isolados mostrou uma correlacdo
positiva com a granzima B e negativa com a perforina do tecido conjuntivo
(p<0,01). Inversamente, nas les6es orais da DECHc, o numero de corpos
apoptéticos agrupados apresentou uma correlagdo positiva com a perforina do
tecido conjuntivo. Nao houve diferenca entre o LPO e a DECHc oral com relacao
ao numero de corpos apoptéticos (isolados ou agrupados), nem quanto a
extensado da degeneracgéo hidrépica da camada basal, e nem mesmo com relagcéo
ao numero de células imunomarcadas para CD8, ICAM-1 e MAC 387.
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Estes achados indicam que a apoptose, no LPO, parece correlacionar-se com a
acao da granzima B, enquanto que, na DECHc oral, a perforina parece ser mais
atuante. Embora o LPO e a DECHc oral apresentem similaridades clinicas e
histolégicas, parece haver diferencas na patogénese destas doencas.
Os resultados encontrados podem ser Uteis para aprimorar a compreensao dos
mecanismos imunoldgicos, bem como podem embasar o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o controle da apoptose e redugcdo da
morbidade associada a estas doencas.
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Oral lesions in lichen planus (OLP) and chronic graft-versus-host disease (cGVHD)
have similar clinical and histological features, but distinct etiology. Apoptosis
induced by cytotoxic T lymphocyte has been proposed as the form of keratinocytes
death. The cell cytotoxicity is mediated, among other mechanisms, by granules
containing granzyme B and perforin. Few studies have been published showing the
role of those molecules in lichen planus, as well as their relationship with other
inflammatory infiltrate components. However, rare works were reported about this
theme in cGVHD. Since common features can reflect similarities in immunological
mechanisms, the purpose of our study was to correlate the morphological and
immunohistochemical findings of OLP and cGVHD to better understand the
pathogenesis of these diseases. We analyzed 29 samples of OLP and 27 of oral
cGVHD collected in the period between 1994 and 2007, from patients treated at
the University Hospital and Bone Marrow Transplant Unit of UNICAMP. Additional
sections were obtained and stained for H&E and immunohistochemical technique
targeting CD4, CD8, MAC 387, ICAM-1, perforin and granzyme B. The number of
CD4-positive cells number was significantly higher in OLP than in cGVHD
(p<0,0001), while the total means (epithelium plus connective tissue number) of
the granzyme B- and perforin-positive cells were significantly higher in cGVHD
(p<0,05). Also, it was found that the higher the number of perforin+ cells, the higher
the number of granzyme-B + cells in the epithelium and in the connective tissue for
both groups (p<0.05). In OLP, the number of single apoptotic bodies had a positive
correlation with connective tissue granzyme B immunostaining and a negative
correlation with perforin (p<0.01). On the contrary, in oral cGVHD, the number of
apoptotic body clusters presented a positive correlation with connective tissue
perforin (p<0.01). Our findings indicate that apoptosis in OLP seems to be
correlated with granzyme B release, while in oral cGVHD, perforin seems to be
more important. There were no significant differences between OLP and cGVHD
oral regarding the following features: the amount of apoptotic bodies (isolated o
clusters), the extension of hydropic basal cell degeneration, and the number of
positive cells for CD8, ICAM-1 and MAC-387. These results indicate that
apoptosis, in OLP, seems to correlate with granzyme B release while, in oral
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cGVHD, perforin is preponderant. Although OLP and oral cGVHD present clinical
and histological similarities, differences seem to exist in the pathogenesis of these
diseases. Our results might help to better understand the immunological
mechanisms of these two conditions, as well as supporting the development of
new therapeutic strategies for controlling apoptosis and reducing morbidity
associated with them.
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O liquen plano oral (LPO) e o acometimento oral na doenca do enxerto
contra o hospedeiro crénica (DECHc) sdo duas entidades de etiologias distintas,
porém que compartilham caracteristicas clinicas e histoldégicas semelhantes (1, 2).
Apresentam-se como estomatite de interface (ou liquendide). Apesar de serem
reconhecidas, clinicamente, com relativa facilidade, ainda representam um desafio

no manejo terapéutico (3).

1.1- Liquen plano oral
1.1.1- Aspectos clinicos e histoldgicos

O liquen plano (LP) é uma doenca inflamatéria frequente,
que pode afetar a pele, os anexos e as mucosas. A prevaléncia é desconhecida,
mas acredita-se que acometa de 0,5 a 1% da populacdo (4). A lesdo cutanea
elementar classica do LP é uma papula poligonal achatada, pruriginosa,
de cor levemente eritematosa a violacea, com rede reticulada ou pontilhada,
branca, fina, conhecida como estrias de Wickham (5). As lesbes tém distribuicdo
geralmente simétrica e bilateral. Localizam-se, preferencialmente, na face flexora
dos punhos, mas podem ser encontradas nos membros, no tronco,
couro cabeludo, genitalia, unhas e mucosas (4). A disposicdo das papulas pode
seguir o trajeto de escoriagbes ou outros traumatismos, tendendo a linearidade.
Esta reproducdo da dermatose, a partir de estimulos mecanicos, € conhecida
como fenbmeno de Koebner (6). O acometimento ungueal resulta em
pitting (depressdes puntiformes), formacdo de pterigio (Figura 1) e perda
permanente da ldmina ungueal (7). O liquen plano pilar caracteriza-se por papulas

foliculares ceratésicas tipicas, levando a alopecia (5).

O LPO pode se apresentar nas formas bolhosa, erosivo-ulcerativa,
papulosa, atréfica, tipo placa e reticular. Algumas variantes podem ser
identificadas em um mesmo paciente (Figura 1) (2, 5). Afeta de 1 a 2% da

populacdo adulta e € a doenca mais comum nos ambulatérios especializados em
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estomatologia (8). O acometimento oral ocorre em, aproximadamente,
60 a 70% dos pacientes com liquen plano, e esta pode ser a Unica manifestagao
da doenga em 20 a 30% dos casos (5). Ocorre mais no sexo feminino,
na proporgao aproximada de 1,4 mulheres para 1 homem, e na faixa etaria acima
de 40 anos (7). O padrao reticular € considerado o mais comum, mas, nas clinicas
de medicina oral, as formas erosivas predominam devido a sintomatologia e a
cronicidade (5). Geralmente dor e sensagdo de queimagdo acompanham as
lesbes erosivas, atroficas ou bolhosas (2). As mucosas lingual, gengival e labial
sdo as areas mais frequentemente afetadas. O palato, assoalho da boca,
coxins retromolares e labios também podem ser acometidos. A lesdo gengival
pode tomar a forma de estomatite gengival ou gengivite descamativa (5).
A mucosa de outros orgaos - genitalia, faringe, laringe, esbéfago, conjuntiva,

estdmago, célon e bexiga - pode também abrigar a doenca (4).

Figura 1- LP: acometimento oral (lesdo erosiva sobre placa leucoqueratdsica na
mucosa jugal) e ungueal (pterigio na lamina ungueal do

2° quirodactilo).

Introdugéo

46



Existe consideravel controvérsia se o liquen plano oral tem potencial
maligno inerente. Acredita-se que o risco de malignizacdo seja baixo,
porém alguns fatores poderiam aumenta-lo, como: doenga de longa duragéo,
forma atréfica ou erosiva e uso de tabaco. Descreve-se o desenvolvimento de
CEC in situ ou invasor bem diferenciado em 0,5 a 5% dos pacientes com LPO no

acompanhamento a longo prazo (5).

A histologia do LPO caracteriza-se por: infiltrado denso linfo-histiocitario
subepitelial, maior numero de linfécitos intra-epiteliais e degeneragao liquefativa
das células da camada basal associados a presenca de corpos redondos e
acidofilos (Figura 2). Estes corpos sdao denominados de coloides, hialinos,
citéides ou de Civatte. Estudos ultraestruturais tém demonstrado que os corpos
coloides sdo exemplos tipicos de morte celular por apoptose (7, 2). Alteragdes na
camada basal sdo comuns no LPO e incluem interrupgdes, ramificagcdes e
duplicagdes. Além disso, os elementos que ancoram o ceratinocito basal -
hemidesmossomos, filamentos e fibrilas - estdo defectivos, produzindo fraqueza
na juncao dermoepidérmica. A representacao histologica e clinica deste fenbmeno
sao, respectivamente, as fendas na interface e as bolhas na mucosa oral
(liquen plano bolhoso). Paraceratose, acantose e cristas epidérmicas em “dentes
de serra” podem ser encontradas. Linfocitos B e plasmaocitos sdo infrequentes no
LPO, e depdsitos de imunoglobulinas ou complemento ndo sao caracteristicos.
Alguns casos mostram depdésitos de fibrinogénio e fibrina de padrao linear na zona
da membrana basal. Corpos coléides podem ser positivos para fibrina, IgM, C3,
C4 e ceratina. Coloragbes negativas para laminina e fibronectina nas areas de
maior depdsito de fibrina e dos corpos coldides sugerem agressao da membrana

basal. Os achados de imunofluorescéncia no LPO nao sao diagndsticos (7).
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(H&E, aumento original x 100)

Figura 2- Corte histologico de LPO (paciente 21): metaplasia cornificada do
epitélio, com as camadas cérnea e granulosa bem desenvolvidas,
hipergranulose, acantose irregular, degeneracdo hidropica da camada

basal e infiltrado inflamatério mononuclear subepitelial intenso.

1.1.2- Etiologia e patogénese

A etiologia do LPO é desconhecida, mas diversas teorias foram
propostas. E provavel que tanto fatores enddgeno-genéticos quanto

exdgeno-ambientais, como drogas ou infecgbes, possam interagir para
desencadear a doenca (5).

Parece existir uma susceptibilidade genética ao LP idiopatico,
de acordo com alguns relatos de casos familiares e em gémeos monozigoéticos (9).

HLA-B8 € mais comum em pacientes com LPO como manifestagdo unica, e o
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HLA-Bw35 é fortemente associado ao LP cutdneo. Em uma amostra da populagao
britdnica, HLA-B27, B51 e Bw&7 foram encontrados associados ao LPO.
Dos antigenos da classe Il, HLA-DR1, DR9 e DQ1 sdo encontrados mais

frequentemente (5).

Quanto a teoria infecciosa, varios agentes, incluindo alguns virus e
Helicobacter pylori, tém sido associados ao LPO, porém algumas vezes com base
em dados duvidosos. Na familia dos Herpes virus, por exemplo, o herpes
simples 1, o Epstein-Barr, o citomegalovirus e o herpes virus 6 tém sido
implicados no LPO. Pequenas séries detectaram fragmentos de DNA destes virus
em lesdes de LPO, principalmente no tipo erosivo. Contudo, ndo existe diferenca
estatisticamente importante na prevaléncia de anticorpos (IgM e 1gG) para alguns
destes virus entre pacientes com LPO e controles. Além disso, muitas vezes nao
esta claro se o virus atua na patogénese ou se é secundario as lesdes de LPO.
Poucos casos de lesdes liquendides foram relatados em pacientes infectados pelo
HIV e a maioria destas lesdes poderia estar relacionada a terapia com zidovudine

ou cetoconazol (10).

A frequente associagao de LP com doencga hepatica crénica (DHC) esta
bem documentada em pacientes do Mediterraneo, enquanto estudos prospectivos
do Reino Unido e da Escandinavia ndo revelaram qualquer correlacdo do LPO
com doengas do figado. Existem poucos relatos de erupgédo liquendide,
principalmente cutanea, apds a administragdo de vacinas contra a hepatite B e a
maioria dos pacientes com LP e DHC nao estdo infectados por este virus.
Outras doencgas hepaticas como hemocromatose, colangite esclerosante primaria,
doenca de Wilson e deficiéncia de a1-antitripsina tém sido raramente associadas
ao LP, e a relagao com cirrose biliar primaria parece ocorrer principalmente devido
a administracdo de penicilamina durante o tratamento. A associacao entre LP e
infeccao pelo virus da hepatite C (VHC) tem sido proposta por diversos estudos.
Em uma revisao sistematica recente incluindo estudos controlados, a proporgao
de pacientes VHC positivos foi maior no grupo de LP quando comparado ao
controle em 20 dos 25 estudos, com odds ratio (OR) de 4.80 (intervalo de
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confianga de 3,25-7.09), mostrando uma diferenca estatisticamente significante.
Porém, quando OR foi calculado para pacientes apenas com LPO, esta diferenga
nao foi substancial, sendo consideravel somente em estudos oriundos do

Mediterraneo e do norte europeu, porém sem significancia estatistica (10).

Sensibilizantes de contato e haptenos podem também ter um papel na
etiologia do liquen plano. Exposi¢ao crénica de pequena intensidade ao mercurio
inorganico, um componente do amalgama dentario, e possivelmente a outros
metais, como o ouro, pode estimular a reacio linfocitica que se manifesta como
LPO (5). Estudos recentes tém sugerido que as lesdes parecem ser decorrentes
de hipersensibilidade celular de contato aos materiais dentarios em individuos
suscetiveis que foram sensibilizados ao longo do tempo. Estes materiais,
em contato com a mucosa oral, podem alterar diretamente a antigenicidade dos
ceratinocitos basais pela liberagdo de mercurio ou outros produtos.
Na hipersensibilidade tipo IV, atuam macrofagos e linfocitos T que sé&o
sensibilizados ao antigeno (hapteno), porém ainda é desconhecido como o
mercurio e outros haptenos metalicos dentarios sdo capazes de ativar a resposta

imune (2).

Nenhuma associacdo marcante foi documentada entre estresse
emocional ou uso de tabaco no liquen plano, embora alguns trabalhos tenham

sugerido que o tabaco possa agravar o LPO (5).

A patogénese do LPO decorre de um desequilibrio na regulagao imune
em que atua, principalmente, a resposta celular. O infiltrado inflamatério consiste
primariamente de células T e macréfagos. A maioria das células T, na espessura
do epitélio e adjacente aos ceratinocitos lesados, séo linfécitos CD8+ ativados,
enquanto a maioria dos linfocitos na lamina prépria sdo CD4+ (10). Os linfécitos T
CD8+ podem ser ativados, pelo menos em parte, por um antigeno associado ao
complexo principal de histocompatibiidade (MHC do inglés major
histocompatibility complex) classe | dos ceratinocitos basais, e a ativagdo destes
linfocitos, por sua vez, desencadeia a apoptose dos ceratinocitos. O numero de

células de Langerhans (CLs) estda aumentado nas lesées de LPO,
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com maior expressdo do MHC classe Il. Os ceratinocitos no LPO também
expressam antigenos de MHC classe Il. Desta forma, tanto as CLs como os
ceratinocitos basais apresentam antigeno associado ao MHC classe Il as
células T CD4+. Altos niveis de expressao antigénica, a coexpressao de CD40 e
CD80 e a secrecao de interleucina (IL) 12 pelas CLs promovem uma resposta
T helper-1 (Th1) nas células T CD4+, que passam a secretar IL-2 e o
interferon-gama (IFN-y). Estas citocinas, por sua vez, ligam-se a seus respectivos
receptores nos linfocitos CD8+. Desta forma, as células CD8+ citotoxicas podem
ser ativadas pela combinacdo de: (1) antigeno associado ao MHC classe | no
ceratinocito basal e (2) IL2 e IFN-y derivados das células Th1 CD4+ (10).
A expressao do antigeno pelo ceratinocito pode ser induzida por infec¢do viral,
produtos bacterianos, trauma mecanico, drogas de agao sistémica, sensibilidade
de contato ou outro agente nao identificado (2, 7). Contudo, a natureza do
antigeno permanece incerta. Os linfocitos T CD8+ ativados entdo desencadeiam a
apoptose do ceratinocito basal. Como parte da resposta ao IFN-y, os ceratinocitos
mantém a expressdao do MHC classe Il, aumentando suas interacbes com as
células T helper, e sdo estimulados a expressar moléculas de adesao intercelular
(ICAM-1, CD54), o que contribui para a cronicidade do LPO (5, 10).

Os mastocitos também atuam no evento celular do LPO.
A degranulacdo destas células libera diversos mediadores pré-inflamatérios como
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), quimase e triptase. O TNF-a, por sua vez,
pode aumentar a expressao de moléculas de adesdo endotelial (CD62E, CD54 e
CD106), que sao necessarias a adesao do linfécito a superficie luminal do vaso
sanguineo e subsequente migragao. Além disso, grupos de mastdcitos e linfocitos
T CD8+ intra-epiteliais sdo vistos em sitios de interrupcdo da membrana basal,
sugerindo que estas células podem ter um papel na agressao a esta membrana
(7, 10, 11). Metaloproteinases da matriz (MPM) sédo secretadas como proenzimas
inativas e sao rapidamente degradadas depois da ativagao. A principal fungédo das
MPMs é a degradagéo das proteinas da matriz do tecido conjuntivo. As MPM-2 e

MPM-3 foram expressas principalmente no epitélio do LPO. A MPM-9 foi
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identificada no infiltrado inflamatério na lamina prépria, com eventual positividade
no epitélio. As células T no LPO podem estimular a secrecido de MPM-9,
via TNF-a. A MPM-9, por sua vez, pode participar da agressao ao epitélio da
membrana basal. Em adi¢do, a interrupcdo da membrana basal induzida pela
MPM-9 pode faciltar a passagem de células T CD8+ citotoxicas e
antigeno-especificas para o interior do epitélio do LPO, onde estas ativariam a
apoptose dos ceratinocitos (7). Quimase, uma protease do mastdcito, € um
conhecido ativador da MPM-9. Assim, a agressao a membrana basal no LPO pode
ser mediada por proteases mastocitarias direta ou indiretamente via ativacado de
células T e de MPM-9 (7, 10).

O infiltrado de células T e os ceratinocitos expressam uma variedade de
diferentes quimiocinas. Recentemente, a RANTES (do inglés regulated upon
activation, normal T-cell expressed and secreted), uma das quimiocinas mais
estudadas, tem sido implicada na patogénese do LPO. A RANTES, secretada por
células T, no LPO, pode atrair mastdcitos para a lesdo e subsequentemente
estimular sua degranulagdo. Os mastocitos liberam TNF-o que, entdo, estimula a
secrecao de RANTES pela célula T. Desta forma, a RANTES acaba contribuindo
para a manutencdo do infiltrado inflamatério e para a cronicidade da doenca
(9, 10).

O antigeno no LP é desconhecido. Dentro das diversas possibilidades,
o antigeno pode ser um peptideo proprio, o que definiria o LP como uma
verdadeira doenca autoimune. O papel da autoimunidade na patogénese da
doenca € apoiado por diversas caracteristicas do LPO, incluindo: sua cronicidade,
inicio na vida adulta, predilecdo feminina, associagdo com outras doencgas
autoimunes, ocasional acometimento de outros tipos de tecidos, depressao na
imunidade supressora em pacientes com LPO e a presenca de clones de linfocitos

T autocitotoxicos nas lesdes de LP (7,10).

Antigenos que séo apresentados pelo MHC classe Il sdo processados
através da via celular endossémica. Em contraste, antigenos apresentados pelo

MHC classe | sdo processados por via celular citosolica. Assim, o provavel
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antigeno apresentado pelo MHC classe Il aos linfécitos T CD4+ helper no LPO
pode ser diferente do apresentado pelo MHC classe | aos linfocitos T CD8+
citotoxicos. Alternativamente, um mesmo antigeno pode ganhar acesso a ambas
vias celulares, citosodlica e endossOmica, durante a sua apresentagao,
como ocorre com algumas proteinas virais. Independentemente de um ou
dois antigenos diferentes atuarem na patogénese do LPO, sabe-se que a
apresentacdo simultanea aos linfocitos T CD8+ e CD4+ é necessaria para o
desenvolvimento do infiltrado inflamatoério e para a atividade dos linfécitos T CD8

citotoxicos (7, 10).

Os ceratinocitos, no LPO, mostram uma expressao aumentada de HSP
(heat shock protein). Tal fato pode ser um epifendmeno associado ao processo
inflamatorio pré-existente ou uma via final comum ligando uma variedade de
agentes exdgenos (drogas sistémicas, alérgenos de contato, trauma mecanico,
infeccdo bacteriana ou viral) na patogénese do LPO. Neste contexto, a expresséo
de HSP pelos ceratinocitos orais pode ser autoantigénica. A suscetibilidade ao
LPO pode resultar de um desequilibrio na expressdo do gene HSP por algum tipo
de estimulo nos ceratinocitos orais ou de uma incapacidade em suprimir a
resposta imune decorrente do reconhecimento da prépria HSP (7, 10). Outro fato
de grande interesse é que, conforme demonstrado por estudos recentes,
linhagens de células neoplasicas de humanos e ratos apresentam
constitutivamente niveis elevados de HSP. Assim, alguns casos de transformacgao
maligna de lesdes de LPO podem representar uma resposta inicial liquenoide a
células em fase precoce de transformacao maligna, expressando niveis elevados

de HSP, seguida pelo desenvolvimento clinico e histolégico da malignidade (7).

As lesdbes do LP apresentam uma distribuicio bem definida
clinicamente e existe uma demarcacgao clara entre o tecido acometido e a area sa.
Uma possivel explicacdo para isto € a de que os ceratinocitos expressam o
antigeno do LP apenas no sitio da leséo, ou seja, a distribui¢cao clinica do LP seria
determinada pela distribuicdo do antigeno. Apds a expressao deste antigeno pelo

ceratinocito alterado, as células T CD4+ e CD8+ antigeno-especificas poderiam
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(1) encontra-lo na vigilancia de rotina do epitélio ao acaso (hipotese do encontro
ao acaso) ou (2) serem atraidos ao epitélio por quimiocinas produzidas pelo
ceratinocito (hipotese da migracao direcionada). A hipétese do encontro ao acaso
€ apoiada pelo achado de linfocitos T CD8+ na epiderme humana normal e pela
degeneracdo da camada basal mesmo na auséncia de denso infiltrado
inflamatério nas lesbes de LP. Contrariamente, a hipétese da migracdo
direcionada tem suporte na expressao natural de receptores para quimiocinas
pelos linfocitos T e pelo fato do infiltrado dérmico de células T anteceder o
aparecimento intraepitelial de linfécitos e o dano epidérmico nas lesdes de LP
(10).

A apoptose tem sido proposta como mecanismo de morte do
ceratinocito no LPO (12). No entanto, a forma exata utilizada pelos linfécitos T
CD8+ citotoxicos para desencadear este processo ainda é desconhecida.

Possiveis mecanismos incluem:

1- TNF-a secretado por linfocito T liga-se ao seu receptor (TNF R1) na superficie

do ceratinocito;

2- CD95L (Fas ligante) da superficie do linfécito T liga-se ao CD95 (Fas) na

superficie do ceratinocito;

3- Granulos citotoxicos contendo granzima B e perforina secretados por linfécito T

atuam conjuntamente no ceratinocito.

Todos estes mecanismos podem ativar a cascata das caspases,

resultando na apoptose do ceratinocito (2, 7, 10).

1.2- Doenca do enxerto contra o hospedeiro

O transplante de medula 6ssea (TMO) é reconhecido atualmente como
terapia de escolha para diversas doengas hematolégicas como leucemias,

linfomas e sindromes de faléncia de medula 6ssea, assim como para deficiéncias
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imunes e alguns tumores so6lidos. De acordo com o tipo de doador das células
hematopoiéticas, o transplante pode ser classificado como: singénico (quando o
doador € um irmdo gémeo univitelinico), alogénico (quando as células
progenitoras vém de um irmdo, parente ou até de individuo ndo aparentado,
porém geneticamente compativel) ou autélogo (quando a medula foi obtida do

proprio doador) (13).

A doencga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é a maior causa de
morbidade e mortalidade em pacientes tratados pelo transplante alogénico de
medula éssea (14, 15). Tradicionalmente tem sido classificada, de acordo com o
periodo de aparecimento das primeiras manifestagdes clinicas, em:
aguda (DECHa), se estas aparecem dentro dos primeiros 100 dias subsequentes
ao TMO, e crbénica (DECHc) se ocorrem apds este periodo (14). Recentemente,
tem surgido uma tendéncia a classificagdo da DECH em aguda e crbnica com

base nas caracteristicas clinicas e patolégicas (16).

Em 1966, Billingham (17) descreveu as trés condi¢gdes necessarias ao
desenvolvimento de DECH: 1- o enxerto transplantado deve conter células
imunocompetentes 2- o hospedeiro deve expressar antigenos teciduais que séo
reconhecidos como estranhos pelas células imunocompetentes do doador
3- 0 hospedeiro deve ser incapaz de reagir e rejeitar o enxerto. Os linfécitos T sédo
as células imunocompetentes do enxerto que preenchem a primeira condigao.
Os antigenos do complexo de histocompatibilidade menor frequentemente
preenchem a segunda condicdo. No periodo que antecede o TMO alogénico,
0s pacientes passam por regimes de condicionamento que consistem na
administracao de altas doses de quimioterapicos associados ou ndo a irradiagcao
corpérea total. O objetivo principal do condicionamento € prevenir que o
hospedeiro rejeite as células progenitoras infundidas. Esta assertiva associada a
imunossupressao, determinada pela profilaxia de DECH, garantem a terceira

condicao (13).
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1.2.1- Doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda

O quadro de DECHa geralmente se inicia no periodo entre 7 e 100 dias

apos o transplante e compromete a pele, o figado e o intestino (18).

A patogénese da DECHa compreende 3 fases: (1) Dano tecidual do
receptor decorrente da quimioterapia ou radioterapia do regime de
condicionamento pré-transplante. Nesta fase, ocorre liberagdo de citocinas
inflamatorias que ativam as células apresentadoras de antigenos (APC do inglés
antigens presenting cells) do receptor; (2) Reconhecimento de antigenos dos
tecidos lesados do receptor pelas células T do doador. Estes antigenos sao
apresentados pelas APCs, com consequente ativagdo e expansao clonal das
células T. Por sua vez, as células T ativadas do doador produzem citocinas
inflamatdrias, incluindo IL-2, IFN-y e TNF-q; (3) Fase efetora, onde o dano ao
tecido do hospedeiro é induzida diretamente pelas células T citotoxicas, células
natural killer (NK), fagécitos mononucleares e neutréfilos ou através de complexos

imunes e respostas inflamatérias (16, 19).

A primeira manifestacdo clinica geralmente caracteriza-se por um
rash cutédneo maculo-papuloso, pruriginoso ou acompanhado por uma sensagao
de queimacdo. A distribuicdo do rash é -caracteristica, sendo precoce o
acometimento das regides palmares, plantares e dos pavilhdes auriculares (15).
As lesbes podem coalescer e generalizar-se, inclusive com formagao de bolhas.
Nos casos mais graves, o quadro pode se assemelhar a necrdlise epidérmica
téxica. Podem ocorrer congestao conjuntival, no aparelho ocular, e enantema,

erosdes e ulceragdes na mucosa oral (6).

O acometimento hepatico e intestinal manifesta-se por anormalidades

laboratoriais hepaticas, diarréia, colicas abdominais e vomitos (6).
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1.2.2- Doencga do enxerto contra o hospedeiro crbnica

A DECHc é a complicagéo tardia mais comum dos pacientes tratados
pelo TMO alogénico (15) e é a principal causa de mortalidade nao relacionada a
recidiva da doenca de base (16). Geralmente desenvolve-se de 3 a 15 meses
apos o transplante, afetando cerca de 50% dos adultos e 20% das criangas

transplantadas, com frequéncia variavel nos diversos servigos (20).

A incidéncia e a gravidade da DECHc dependem de alguns fatores
como a compatibilidade do Antigeno Leucocitario Humano (HLA do inglés
human leukocyte antigens), idade e sexo do doador e do receptor, tipo do doador,
fonte das células progenitoras, manipulagdes do enxerto (especialmente deplecao
de células T), DECHa prévia e uso de células precursoras periféricas nos

transplantes alogénicos (16, 21, 22).

A apresentacao clinica pode ocorrer de trés formas: 1- progressiva:
como evolugdo de DECHa; 2- quiescente: apds resolugcdo de DECHa;
3- de novo: quando nao é precedida por DECHa (13). Pacientes com a forma

progressiva de DECHc apresentam menor sobrevida (15).

A patogénese da DECHc é complexa e ainda mal compreendida.
Alguns autores acreditam que a sua etiologia deva-se ao reconhecimento
imunolégico de antigenos do complexo menor de histocompatibilidade
(alorreatividade) e, portanto, uma manifestagao tardia de DECHa. Argumentos que
suportam esta teoria baseiam-se nas altas incidéncias de DECHc em pacientes
que tiveram DECHa ou no desenvolvimento simultdneo das formas aguda e
crénica em alguns pacientes. Outros acreditam que o seu aparecimento deva-se a
um estado de autoimunidade surgido apos o transplante. Apdiam esta teoria o
desenvolvimento de novo da DECHc e a semelhanga com outras doencgas
autoimunes (15). Estudos recentes tém sugerido que a agressao ao epitélio do
timo prejudica a delegao de linfocitos T autorreativos. Essa agressdo pode ser
provocada pelo regime de condicionamento, por drogas, pelas células T do doador

ou mesmo pela atrofia que ocorre com a idade (20, 23). As células T autorreativas
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sao liberadas no sangue periférico e podem reconhecer tanto os antigenos de
histocompatibilidade classe Il do doador, quanto do hospedeiro (24). A agresséo
aos tecidos do receptor pode ser produzida diretamente por essas células T
através de citocinas inflamatérias, ataque citotoxico e fibrose e/ou através da

ativacao de linfocitos B com producao de autoanticorpos (16).

As manifestagdes clinicas da DECHc variam de acordo com os 6rgaos
acometidos. Ocorrem: lesdes liquendides ou esclerodermia-similes na pele;
estomatite liquendide na mucosa oral; obstrucdo dos ductos biliares, fibrose
periportal e necrose no figado; sindrome sicca, Sjogren-simile, nas glandulas
salivares, lacrimais e no trato respiratério superior; e bronquiolite obliterante nos

pulmdes, dentre outras manifestacdes (15).

a) Doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica oral

A mucosa oral pode ser o primeiro ou unico sitio acometido no
desenvolvimento da DECHc (13), representando a complicagdo com maior
impacto na qualidade de vida dos pacientes (25). Dentre os achados mais comuns
destacam-se eritema, atrofia de mucosa, alteragdes liquendides, ulceragdes
pseudomembranosas, mucoceles e fibrose perioral (13, 16). As estriagdes
esbranquicadas, semelhantes as estrias de Wickham observadas no LPO,
ocorrem em 80 a 100% dos pacientes com DECHc (Figura 3) (20). A dor pode ser
o primeiro sintoma apresentado e a xerostomia é relatada em 50% dos pacientes
(13).
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Figura 3- DECHc oral: estriagdes esbranquigadas no assoalho da boca.

Ja foi demonstrado que, dentre as diversas alteragbes encontradas no
exame clinico da cavidade oral, apenas a presencga de lesdes liquendides mostra
relacdo estatisticamente significante com o diagndstico de DECHc. Além disso,
o estudo histolégico da mucosa oral e das glandulas salivares é de grande valor,
tanto na definicao do diagndstico precoce, como na avaliagéo do status da DECHc
(14, 20, 26).

A participagdo dos linfocitos T citotoxicos na patogénese das lesdes
liquendides orais ja esta bem estabelecida, porém n&o se conhece ainda o exato
mecanismo como se processam essas alteracdes. Acredita-se que as CLs
possam ter um papel importante na ativagéo das células T CD8-positivas (1, 25),

apesar de desaparecerem rapidamente apés o TMO alogénico (25).

O exame histolégico da mucosa oral apresenta atrofia do epitélio,
degeneragao hidropica da camada basal, corpos apoptéticos com satelitose,

infiltrado linfocitario subepitelial e focal ou total clivagem entre o epitélio e o tecido
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conjuntivo (Figura 4). O infiltrado inflamatoério é composto de macréfagos, células
CD4 e CD8 positivas, com predominio dos linfécitos CD8 e macréfagos na

epiderme, jungdo dermoepidérmica e na derme superior (14, 27, 28).

(H&E, aumento original x 100)

Figura 4- Corte histolégico de mucosa oral na DECHc (paciente 5): infiltrado
inflamatério na interface do epitélio com o tecido conjuntivo,
com intensa agressao a camada basal e corpos eosinofilos apoptoticos
(setas) No inset, corpo apoptético com linfocito satélite, correspondente

ao maior aumento da area delimitada pelo retangulo.
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1.3- A resposta imunolégica no LPO e na DECHc oral
1.3.1- O papel dos macréfagos

As APC participam do desencadeamento do processo inflamatério em
varias dermatoses imunomediadas. Estas células convertem antigenos protéicos
em peptideos e apresentam os complexos peptideo-MHC em uma forma que pode
ser reconhecida pelo receptor antigénico das células T (29). Esta interagcdo tem
um papel crucial na ativagcdo das células T e na resposta imunomediada por estes
linfécitos (29, 30). Entre as APC mais conhecidas destacam-se as células
dendriticas e os fagdcitos mononucleares (monécitos e macréfagos). As células do
sistema fagocitario mononuclear se originam na medula 6ssea, circulam pelo
sangue, amadurecem e sdo ativadas nos diferentes tecidos. O mondcito é o
primeiro tipo celular totalmente diferenciado que entra no sangue periférico depois
de deixar a medula 6ssea. Nos tecidos, essas células amadurecem e se tornam
macrofagos, recebendo nomes especiais para designar localizagdes especificas.

Na pele, por exemplo, sdo chamados de histiocitos (29).

O LPO e a DECHc da mucosa oral sdo doencas caracterizadas a
histopatologia por apresentar infiltrado inflamatério composto principalmente por
linfécitos T, que s&o reconhecidos como os principais efetores da agressao aos
ceratinocitos basais. Além disso, um maior numero de macréfagos e células
dendriticas é encontrado na interface entre o epitélio e o tecido conjuntivo em
ambas as doengas, quando comparados a mucosa normal, sugerindo uma
participacado destas células na apresentagao de alo ou autoantigenos e, portanto,

na patogénese das mesmas (1, 27, 30, 31).

1.3.2- A transmigracéo celular

O recrutamento dos leucdcitos aos sitios da inflamagao e o inicio da
resposta imunoldgica dependem de uma cascata de eventos. Atualmente, sabe-se

que a aderéncia e a transmigragédo celular sdo determinadas basicamente pela
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ligacdo de moléculas de adesdo complementares nas superficies leucocitaria e
endotelial, e que os mediadores quimicos afetam esses processos modulando a
expressao superficial ou avidez dessas moléculas de aderéncia. Os receptores de
adesao pertencem principalmente a quatro familias moleculares: as selectinas, as

imunoglobulinas, as integrinas e as glicoproteinas semelhantes a mucina (32).

Acredita-se que as selectinas atuem na fase inicial da adesao celular
entre os leucocitos e o endotélio, resultando numa aderéncia rapida e

relativamente frouxa (32, 33).

A familia das imunoglobulinas inclui duas moléculas de adeséao
endoteliais: ICAM-1 (do inglés intercellular adhesion molecule) e VCAM-1
(do inglés vascular adhesion molecule). Estas interagem com as integrinas

encontradas nos leucocitos (32).

As integrinas sao glicoproteinas heterodiméricas transmembranosas
constituidas por duas cadeias polipeptidicas chamadas cadeias o e B.
Os principais receptores de integrinas para a ICAM-1 sdo as B-integrinas LFA-1
(do inglés leukocyte function-associated antigen-1) e MAC-1 (do inglés
macrophage adhesion ligand-1), e para VCAM-1 é a integrina VLA-4 (do inglés
very late antingen-4). Estas moléculas atuam na aderéncia firme entre os
leucocitos e as células endoteliais e sdo necessarias a transmigragdo celular
(32, 33).

Existem trés mecanismos que modulam a adesao leucocitaria durante a
inflamacdo: a redistribuicdo das moléculas de adesdao na superficie celular,
a inducado de moléculas de adesdo no endotélio por citocinas e o aumento da
avidez de ligacdo das integrinas. Neste contexto, por exemplo, a IL-1 e TNF-a
aumentam a expressao de ICAM-1 e VCAM-1, que estao presentes em baixos
niveis no endotélio normal. Por outro lado, a LFA-1 esta presente nos leucdcitos
(neutrdfilos, mondcitos e linfécitos), mas ndo se adere a seu ligante ICAM-1 no
endotélio. Para se tornarem firmemente aderidos, os neutréfilos precisam ser

ativados, de modo que a LFA-1 seja convertida de um estado de ligagao de baixa

Introdugéo
62



para um de alta afinidade em relacédo a ICAM-1, o que ocorre através de uma
alteragdo da configuracdo da molécula de integrina. Os principais agentes
responsaveis por essa ativagao leucocitaria sdo agentes quimiotaticos (incluindo
as quimiocinas) produzidos pelo endotélio ou outras células provenientes do local
da lesdo. Assim, durante a inflamacgao, a afinidade aumentada da LFA-1 sobre o
leucocito ativado, combinada a maior expressao de ICAM-1 no endotélio,
prepara o terreno para uma forte ligagdo LFA-1/ ICAM-1. Esta interagdo
LFA-1/ICAM-1, por sua vez, causa adesdo firme ao endotélio e permite a

subsequente transmigracgao celular (32).

1.3.3- O papel da ICAM-1 no LPO e na DECHc oral

O recrutamento dos linfécitos ao sitio ativo das doencas inflamatdrias
requer uma maior expressao, mediada por citocinas, de moléculas de adeséao
pelas células endoteliais, bem como de moléculas receptoras pelos linfocitos e

macrofagos (31).

As moléculas de ICAM-1 sdo expressas tanto pelas células endoteliais,
como também por ceratinocitos, linfécitos, fibroblastos e por outras células
epiteliais. Uma maior expressao destas moléculas também foi encontrada em CLs,
macrofagos e células dendriticas (34, 35). A interacéo entre ICAM-1 e seu ligante
LFA-1 é importante como sinal coestimulatorio durante a ativagéo dos linfécitos T
(35, 36) e também para a regulagdo do contato entre a célula efetora e a célula
alvo, incluindo a citdlise (19). Além disso, esta interagao € importante na indugéo
da sensibilizacdo de antigenos ao MHC e na rejeicdo de enxertos (37).
Desta forma, ICAM-1 participa ndo somente do recrutamento das células
inflamatdrias, como também do controle de suas fungdes, da manutengao destas

células na pele e da sua transmigragao (38).

No liquen plano, a expressdo aumentada da ICAM-1 nos ceratinocitos
basais esta associada ao acumulo de linfocitos T na camada basal e a ativagao de

CLs, o que sugere a participacdo desta molécula na etiopatogénese da doenca
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(39, 40). Foi demonstrado também uma maior expressao de ELAM-1 (do inglés,
endothelial leukocyte adhesion molecule), ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina nos
compartimentos microvasculares de pacientes com LP quando comparados a
fragmentos de tecidos normais, sugerindo a importancia dessas moléculas na

manutencao ou persisténcia das lesdes (31).

Dados sobre a expressao de moléculas de adesdo na DECH em
humanos sao limitados. Apesar disso, também ja foi demonstrada maior
expresséo de ICAM-1 em ceratinocitos epidérmicos e em linfécitos T em amostras
tanto de DECH aguda como de DECH crénica oral (41).

1.3.4- Perforina e granzima B
a) A apoptose e o significado funcional da perforina e da granzima B

Linfécitos T citotoxicos (LTCs) e células NK reconhecem e eliminam
células infectadas por patdégenos intracelulares ou células tumorais via exocitose
granular e/ou via receptor-ligante (42-44). Os dois mecanismos requerem contato
direto entre a célula efetora e a célula alvo. Na primeira via, granulos citotoxicos,
contendo predominantemente perforina e uma familia de proteases
estruturalmente relacionadas a serina (granzimas), com varios substratos
especificos, sdo secretados por exocitose na sinapse imunoldgica formada entre o
efetor e o seu alvo. A granzima B, um dos subtipos mais importantes, cliva as
proteinas da célula alvo em residuos especificos de aspartato e leva a morte
celular tanto pela ativagdo da cascata caspase-dependente quanto pela via
caspase-independente. Na auséncia de perforina, a molécula de granzima pode
entrar no citoplasma, mas ndo consegue provocar a morte celular de forma
eficiente. Portanto, estas moléculas trabalham em conjunto para induzir a
apoptose da célula alvo. A segunda via cursa com a agregacgao do receptor da
superficie da célula alvo, denominado Fas (CD95), com seu ligante

correspondente na superficie da célula citotoxica, chamado ligante de Fas (Fas L),
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resultando na classica apoptose caspase-dependente. A principal fungcdo da via

Fas-Fas L é eliminar linfocitos T autorreativos (43, 44).

A perforina € uma proteina formadora de poro calcio-dependente de
aproximadamente 67 kDa, cuja expressao é regulada durante a diferenciacdo dos
linfocitos por ativagédo de receptores através de sinais (como receptor da célula T e
NKG2D) e citocinas (como IL-2, IL-15 e IL-21) (45). Embora a perforina tenha
similaridades a componentes do complemento, particularmente C9, sua sequéncia
primaria € unica (45, 46). A importancia desta proteina tem sido demonstrada por
diversos estudos com ratos perforina-deficientes, que sao profundamente
imunocomprometidos e apresentam grande susceptibilidade a infecgdes virais e
cancer. Pacientes com linfohistiocitose hemofagocitica familiar humana, causada
por mutacdes bialélicas na perforina, também sao intensamente imunodeficientes
(46, 47, 48). Mais recentemente, tem sido demonstrado in vivo o papel da
perforina como mediador crucial da vigilancia imune de células transformadas
espontaneamente e na regulagao da homeostase das células B e das células T de
memoria. (43, 49, 50).

Apesar da importancia vital na atividade citotoxica, as fungdes
moleculares e celulares da perforina e a base do sinergismo entre perforina e

granzima permanecem pouco compreendidas (43).

b) Granzima B: como se processa a liberacao na sinapse imunoldgica

Tanto em humanos quanto em roedores, a perforina € indispensavel
para a liberacdo de granzimas e seus substratos pro-apoptéticos dentro da célula
alvo. Embora exista um consenso geral de que o fluxo de granzimas para dentro
do citosol da célula alvo seja dependente da atividade citolitica da perforina,

0 mecanismo pelo qual a granzima entra na célula permanece controverso (45).

Diversos modelos tém sido propostos desde a década de 80, quando a
perforina foi clonada pela primeira vez (43). A microscopia eletrénica, as células

expostas a perforina apresentam poros. Desta forma, no modelo original,
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a perforina, homologa ao complemento, liberaria granzima via multimerizacdo na
membrana celular, onde formaria poros para a passagem da granzima.
Recentemente, este modelo tem sido questionado. Embora, em altas
concentragbes, a perforina forme grandes poros na membrana que poderiam
matar as células por necrose, concentragdes subliticas desta molécula sao
requeridas para a transferéncia de granzima, e os poros nestas condigdes,
se € que sao formados, podem ser muito pequenos (< 50nm de didmetro) para
garantir a passagem de moléculas globulares tdo grandes como as de granzima.
Além disso, foi descoberto que granzima B pode se ligar a célula alvo e sofrer
endocitose ou macropinocitose independentemente da perforina, que entdo

atuaria como uma endossomolisina (44, 46, 48).

Em 2000, o receptor manose 6-fosfato foi proposto como candidato a
receptor de superficie celular para a granzima B. Embora a existéncia de um
receptor especifico para esta molécula fosse interessante, para garantir a
eliminagao das células-alvos, a granzima B deveria manter a capacidade de se
ligar a multiplas estruturas da superficie celular (51). Além disso, faltam estudos
demonstrando uma associagao direta entre a granzima B e um receptor de
superficie celular (44). Assim que, posteriormente, foi proposta a idéia de que um
complexo macromolecular contendo perforina, granzima e serglicina
(uma proteoglicana primaria de granulos citotoxicos) seria liberado na sinapse
entre a célula efetora e a célula-alvo. Esse complexo seria capaz de se ligar e
penetrar na célula-alvo através de endocitose. A serglicina contribuiria para a
apoptose mediada por granulos por atuar como carreador, facilitando a
internalizacdo da granzima e/ou da perforina (51, 52). Dentro das vesiculas
citosdlicas, a perforina alteraria a membrana endocitica, facilitando a liberagao da
granzima no citosol e o seu transporte em direcdo ao nucleo. A formagao de poros

nesta etapa também é controversa na literatura (43, 44, 46, 51).

Mais recentemente um modelo hibrido foi proposto por Pipkin e
Lieberman (46), em que a perforina formaria pequenos poros na membrana celular

que, entdo, ativaria o influxo de calcio para dentro da célula. Como os niveis de
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calcio citosolico sdo normalmente baixos, o aumento representaria um dano a
membrana, determinando uma resposta de reparo. Vesiculas intracelulares,
incluindo endossomos e lisossomos, seriam mobilizadas em segundos,
doando suas membranas para tentar restabelecer a area lesada. O proximo passo
incluiria rapida coendocitose de granzima e perforina em endossomos gigantes,
seguido da liberagdo de granzima mediada pela perforina no citosol.
Ja foi demonstrado que quando a perforina encontra-se em concentracdes
consideradas subliticas, como acontece no ataque por linfécitos T citotdxicos,
uma rapida resposta de reparo é ativada com pronta restauragcdo da integridade
da membrana plasmatica, seguida pela coliberagdo de granzimas que,
por sua vez, induzem um lento processo de apoptose. Quando a dose de perforina
€ litica, a resposta de reparo é incapaz de competir com o dano a membrana,
assim o influxo de calcio persiste e a célula morre rapidamente por necrose.
Quando a resposta de reparo da membrana é inibida, células tratadas com
granzima B e perforina, mesmo em concentragdes subliticas, ttm mais chance de
morrer por necrose do que por apoptose. Mesmo no modelo hibrido, algumas
questdes permanecem desconhecidas, como o que ativaria a rapida endocitose
das moléculas citotéxicas, se poros de perforina desestabilizariam as membranas
dos endossomos causando o seu rompimento ou se os poros formados nessas
membranas seriam largos o suficiente para permitir a passagem das moléculas de

granzima para o citosol (46).

c) O papel da granzima B e da perforina no LPO e na DECHc oral

Considerando as evidéncias atuais, a citotoxicidade mediada por
linfocitos T tem sido proposta como mecanismo de apoptose nas lesdes orais do
LP e da DECHc. Estudos ultraestruturais tém demonstrado que os corpos coldides
encontrados nestas estomatites de interface sao formados no processo de morte
dos ceratinocitos basais e suprabasais, e apresentam caracteristicas morfolégicas

tipicas da apoptose (53, 54).
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Um importante marcador da atividade citolitica destas células € a
expressdao da granzima B e da perforina in situ. Estudos imuno-histoquimicos
demonstraram infiltrados celulares, principalmente de linfécitos CD8+, contendo
granzima B e perforina nas lesdes de LP (54, 55, 56). Santoro et al. (57)
encontraram um numero significantemente maior destas moléculas citotoxicas nas
lesbes de LPO quando comparadas a mucosa normal e mesmo as lesdes
cutédneas de LP. Através de microscopia eletronica, moléculas de granzima B
foram observadas sendo secretadas de um linfocito para um ceratinocito em
processo de apoptose (54). Técnicas capazes de mensurar a expressao in situ de
MRNA de granzima B demonstraram ser esta 100 a 200x maior nas lesdes de LP

comparativamente a pele normal (58) .

Ja foi demonstrado também que a expressao de linfécitos T contendo
perforina € muito maior na fase de exacerbagdo do liquen plano quando
comparada a fase de remissao da doencga ou ainda a pele normal de individuos
controles (55, 56). Esses achados sugerem um importante papel da perforina e

granzima B no processo de apoptose dos ceratinocitos no LP.

Diversos modelos animais também tém sugerido a participagdo da
granzima/perforina, ao lado da via Fas/Fas ligante, como mecanismo de
citotoxicidade celular mediada na DECH (50, 59, 60). Poucos trabalhos sobre o
papel destas moléculas citotoxicas em fragmentos de DECH cutaneo humano tém
sido relatados na literatura (61, 62, 63). Em 2001, Higaki et al. (62) demonstraram
que granzima B estava presente nos linfécitos CD8+ e no espacgo intercelular
préximo a camada basal em espécimes de quase todos os pacientes estudados
com DECHc, com poucas células apresentando positividade para a perforina.
Imanguli et al. (63) obtiveram resultados semelhantes, quanto a granzima B,
em amostras de DECHc oral. Estes achados sugerem que, como no liquen plano,
essas moléculas citotoxicas podem participar do processo de apoptose dos

ceratinocitos na DECHc.
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1.4- Justificativa do trabalho

As lesdes liquendides da DECHc oral e do LPO podem ser
indistinguiveis tanto do ponto de vista clinico como histoléogico (2, 14).
Estas caracteristicas em comum podem refletir similaridades nos mecanismos

imunopatogénicos participantes (1).

Alguns estudos demonstrando o papel da granzima/perforina na
citotoxicidade celular do LP foram publicados. Comparativamente, ha poucos
trabalhos na DECHpc, principalmente no que diz respeito a estudo com espécimes

obtidos de humanos.

O estudo do papel destas moléculas e a sua interagdo com as demais
células inflamatérias, nestas doencas, podera otimizar a compreensdo da
imunopatogénese. Consequentemente, o0s resultados poderdo agregar
conhecimento que propicie novas perspectivas terapéuticas, com possivel redugao

na morbidade e melhora da qualidade de vida desses doentes.
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2.1- Objetivo geral

Analisar os achados morfoldégicos e imuno-histoquimicos (CD4, CD8,
MAC 387, ICAM-1, granzima B e perforina) de pacientes com LPO e DECHc de
mucosa oral, tratados em nosso servico no periodo de 1994 a 2007,
correlacionando-os entre si, com o intuito de compreender melhor a

imunopatogénese dessas doencas.

2.2- Objetivos especificos

1- Comparar as lesdées de LPO e DECHc quanto as caracteristicas morfoldgicas,
em cortes corados pela hematoxilina e eosina, segundo critérios padronizados;

2- Comparar as lesdes de LPO e DECHc quanto a expressdo dos marcadores
imuno-histoquimicos CD4 e CD8, que identificam subpopulacdes de linfécitos T;

3- Comparar as lesdes de LPO e DECHc quanto a expressdao do marcador
imuno-histoquimico MAC 387, que identifica uma populagdo de histiocitos

jovens;

4- Comparar as lesdes de LPO e DECHc quanto a expressdao do marcador

imuno-histoquimico ICAM-1, que é uma molécula de adesao intercelular;

5- Comparar as lesdes de LPO e DECHc quanto a expressdo dos marcadores

imuno-histoquimicos granzima B e perforina, que s&o moléculas citotdxicas;

6- Estudar a correlacao entre as variaveis analisadas, com vistas a patogénese do
LPO e DECHc oral.
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3.1- Selecao da amostra
3.1.1- Pacientes com LPO

Trata-se de estudo retrospectivo. Dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patoldgica (DAP) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
foram obtidos os nomes de todos os pacientes atendidos no periodo de 1996 a
2007 de quem tinham sido coletadas amostras de mucosa oral com suspeita
clinica e/ou diagndstico histopatologico de LPO, totalizando 47 pacientes.
Foram consultados os respectivos prontuarios médicos para conferir o diagnéstico
nosoldgico definido pelo conjunto de dados (clinico, histopatolégico e de
evolugao). A seguir, os blocos correspondentes as biopsias selecionadas foram
resgatados dos arquivos. Foram excluidos do estudo todos os casos em que o
diagnostico nosolégico ndo foi definido ao exame clinico e histologico,
cujos prontuarios ou blocos nao foram localizados, ou mesmo cujos blocos nao
continham material suficiente para novos cortes. Permaneceram no estudo
29 casos. Informagdes clinicas importantes e pertinentes foram coletadas dos

prontuarios destes pacientes.

3.1.2- Pacientes com DECH cronica oral

Dos arquivos da unidade de transplante de medula éssea da UNICAMP
foram obtidos os registros de todos os pacientes tratados com o TMO alogénico
no periodo de 1994 a 2006 totalizando 364 pacientes. Todos estes pacientes
receberam enxertos HLA idénticos, de doadores aparentados e sistema ABO
compativel. Foram selecionados 132 pacientes que desenvolveram DECH crénica
oral e de quem haviam sido coletadas biopsias do labio inferior para a confirmacao
do diagndstico. As biopsias foram realizadas na data em que a doenga foi
clinicamente diagnosticada. Elas foram obtidas do labio inferior a 10mm da
comissura labial e a 10mm do fornice vestibular ou no local com sinais clinicos da

DECHc. Dos prontuarios foram obtidas as informagdes clinicas pertinentes,
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incluindo a classificacdo quanto a extensao clinica das lesdes, segundo Shulman
et al. (64) (Quadro 1 do Anexo 1).

Os blocos de parafina contendo o material de biopsia foram
recuperados do DAP. Foram incluidos no estudo as amostras de DECH crénica
oral que apresentavam pelo menos grau 2 de acometimento mucoso, segundo a
graduacgédo de Horn et al.(65) (Quadro 2 do Anexo 2). O diagndstico de DECHc foi
definido por critério clinico e histoldgico, e n&o apenas pela relagdo temporal com
o dia do transplante. Foram excluidos todos os casos cujos blocos ndo foram
localizados ou que nao continham material suficiente para novos cortes.

Ao final da selecdo permaneceram no estudo 27 casos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Estadual de Campinas.

3.2- Avaliacao histopatoldgica

Novos cortes histologicos corados com hematoxilina e eosina (H&E)
foram obtidos para todos os 56 casos. Posteriormente, uma analise qualitativa foi
realizada para cada uma das laminas de forma cega e aleatéria por um mesmo

observador. Os seguintes aspectos foram avaliados:

A- Metaplasia cornificada: ausente ou presente;

B- Fase da lesdo: ativa (Figuras 2 e 4) ou em regressao (Figura 5);
C- Fenda: ausente ou presente (Figura 6);

D- Intensidade do infiltrado inflamatdrio: leve ou moderadalintensa;

E- Distribuicdo do infiltrado inflamatério: superficial ou superficial e profunda.
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(H&E, aumento original x 100)

Figura 5- Corte histolégico de LPO (paciente 17) demonstrando as caracteristicas
de uma lesdo em regressao: camada basal do epitélio recuperada,
fibrose, neovascularizagdo e incontinéncia pigmentar no tecido

conjuntivo superficial.
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(H&E, aumento original x 100)

Figura 6- Corte histolégico de DECHc oral (paciente 12) com destaque para a
presenca de fenda na jungédo entre o epitélio e o tecido conjuntivo

(seta).
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Foi realizada, ainda, uma analise semiquantitativa para o grau de
degeneragdo hidrépica da camada basal e uma analise quantitativa para os
corpos apoptéticos (isolados ou agrupados) na jungéo entre o epitélio e o tecido
conjuntivo (Figuras 7 e 8). Estas analises também foram feitas de forma cega, por
um mesmo observador, utilizando um microscépio 6ptico Olympus CH30 com
objetiva de 40x e em toda extensdo do fragmento representado na amostra.
Para a avaliagdo do grau de degeneracgao hidropica, foi estimada a porcentagem
da membrana afetada em cada campo avaliado e a soma destes resultados foi
dividida pelo numero total de campos de cada amostra. O numero de corpos
apoptéticos isolados ou agrupados também foi contado em cada campo analisado.
Para padronizar esta contagem, a area correspondente a camada basal foi
posicionada no meio do campo. Depois o numero total de corpos apoptdticos
contados de cada amostra foi dividido pela area total estudada, obtendo-se um
resultado referente a corpos apoptdticos/mm?. Para o calculo desta area,
o ntimero total de campos avaliados de cada caso foi multiplicado pela formula nr?,

ja que cada campo na ocular do microscopio tem formato circular.
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(H&E, aumento original x 400)

Figura 7- Corte histolégico de DECHc oral (paciente 5): degeneracao hidrépica
em quase toda extensdo da camada basal do epitélio, com corpos
apoptoticos agrupados (seta), onde observa-se satelitose, ou isolados
(cabecga de seta).
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(H&E, aumento original x 400)

Figura 8- Corte histolégico de DECHc oral (paciente 26): corpos apoptoticos

agrupados (seta) e isolados (cabecga de seta).

3.3- Imuno-histoquimica

Cortes histoldgicos (4um de espessura) foram obtidos a partir de blocos
de parafina contendo a amostra, desparafinados em xilol e reidratados. A reacao

imuno-histoquimica foi realizada com o método polimérico.

Os anticorpos monoclonais primarios utilizados foram o OPD4
(sc-59375, Santa Cruz Biotechonology) na diluicdo 1:50, o CD8 (clone C8/144B,
Dako) na diluigdo 1:50, o ICAM-1 (G5:sc-8439, Santa Cruz Biotechonology) na
diluigdo 1:8000, o MAC 387 (clone MAC 387, Dako) na diluicdo 1:200,
a Perforina (clone 5B10, Novocastra) na diluigdo 1:20, a Granzima B (clone GrB-7,
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Dako) na diluicdo 1:100 (Tabela 1). A recuperagao antigénica foi realizada pelo
método do calor umido utilizando-se tampao de citrato (LABSYNTH) ph 6,0 para o
ICAM-1, Perforina e MAC 387. Ja para o CD8, OPD4 e Granzima B,
a recuperagao antigénica foi realizada utilizando-se Tris-EDTA (LABSYNTH)
pH 9,0 (Tabela 1). O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com
incubacdo em peroxido de hidrogénio 10 volumes a temperatura ambiente em
todos os casos. Para a Granzima B, foi realizado um bloqueio complementar da
peroxidase com bloqueador de proteina Dako (protein block serum free Dako).
O polimero Advance TM HRP Enzyme (Dako) foi utilizado para amplificar a
reacdao. A revelacado foi feita com 3,3-diaminobenzidina-HCL (DAB) (Dako) e,
a contracoloragdo, com hematoxilina de Mayer. Foram utilizados controles
positivos e negativos apropriados. As laminas insatisfatorias para a analise foram

excluidas e o processo repetido até a obtencéo de reag¢des adequadas.

Tabela 1- Anticorpos primarios, diluicdo e recuperagao antigénica empregadas.

. . L Recuperacao
Anticorpo Clone Isotipo Diluicao Marca o
antigénica
OPD4 (T CD4) OPD4 lgG1 1:50 Santa Cruz  Tris-EDTA
CD8 C8/144B  1gG1 1:50 Dako Tris-EDTA
ICAM-1 54C04 lgG2a 1:8000 Santa Cruz  Citrato
MAC 387 MAC 387 1gG1 1:200 Dako Citrato
Perforina 5B10 lgG1 1:20 Novocastra  Citrato
Granzima B GrB-7 IgG2a 1:100 Dako Tris-EDTA
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3.3.1- Quantificagado imuno-histoquimica

Para os marcadores Granzima B e Perforina, as células
imunomarcadas foram contadas por um unico observador de forma cega e
aleatéria em toda extensdo da amostra, utilizando-se um microscopio optico
Olympus CH30 em um aumento de 400x. Depois o resultado foi dividido pela area
total avaliada (de forma semelhante ao descrito anteriormente para a contagem de
corpos apoptoticos), obtendo-se um resultado relativo a células positivas/mm?.
Este procedimento foi adotado devido a melhor identificagdo destes marcadores

diretamente ao microscépio.

Para todos os demais marcadores, foram capturadas fotografias digitais
em toda a extensdo da amostra, em campos de 400x, por um mesmo observador
usando um microscopio Nikon E200 equipado com camera Canon AG30.
Posteriormente as células imunomarcadas foram contadas de forma cega e

aleatdria por um mesmo observador utilizando o programa Sociologia’.

Para cada marcador, nos casos que apresentaram um numero menor
ou igual a 10 imagens capturadas, a contagem das células positivas foi realizada
em todas as fotografias. J& nos casos com mais de 10 imagens obtidas,
foram selecionadas, de forma aleatéria, apenas 10 fotografias para a contagem.
O numero total de células positivas também foi dividido pela area valida de cada
fotografia. Para o calculo desta area foram utilizadas ferramentas do programa
Imagelab 2000, quando as fotografias analisadas apresentavam areas nao
completamente preenchidas por tecido. Este software permite a segmentacgao
manual da imagem, fornecendo o valor da area segmentada. Este dado
posteriormente era subtraido do valor correspondente a area total da imagem,
obtendo-se o valor da area valida (Figura 9). No total foram analisadas 2015
fotografias. Tanto na contagem direta ao microscopio quanto na obtengao das
imagens digitais, a area correspondente a camada basal foi posicionada no meio

do campo.

1Programa desenvolvido pelo pesquisador colaborador Dr. Randall Luis Adam, com o apoio do
Instituto de Computacdo da UNICAMP. Este programa em breve sera registrado no INPI
(Instituto Nacional de Propriedade Industrial).
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(aumento original x 400)

Figura 9- Reacdo imuno-histoquimica para CD8 em LPO (paciente 7).
A: observa-se uma area da imagem nao preenchida pelo tecido (canto
superior direito). B: segmentacdao da imagem, por meio do /magelab,

para o calculo da area selecionada (em azul).

3.4- Analise estatistica

A diferenca entre os grupos foi analisada por meio do teste do x> para
as variaveis categoricas, que se referem aos critérios histologicos (metaplasia
cornificada, fase da lesdo, fenda, intensidade e distribuicdo do infiltrado
inflamatério). Para as demais variaveis, foi utilizado o teste t de Student por meio
do programa WINSTAT, com corregéo para variangas heterogéneas, ja que todos
0s subgrupos apresentavam uma boa aproximacao da distribuicao de GAUSS.
Em cada grupo de doenca algumas variaveis foram comparadas pelo teste T
dependente. As correlagdes entre as variaveis, segundo o grupo de doenca
estudada (LPO ou DEHCc), foram avaliadas por meio da analise do coeficiente de
correlacao de Pearson e por regressdes lineares multiplas. O nivel de significancia

utilizado entre os testes foi de 5% (p<0,05).
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O presente estudo comparou 29 amostras de LPO e 27 de DECHc oral.

4.1- Dados clinicos e histologicos qualitativos

Os dados clinicos e histolégicos dos pacientes em estudo estao
discriminados nas Tabelas 5 e 6 do Apéndice.

A média de idade foi de 46,9 anos para os pacientes com LPO e de
37,1 anos para os pacientes com DECHc, com diferenca significante entre os
grupos (p=0,005).

Com relagao a avaliacao histolégica qualitativa (presenca de metaplasia
cornificada, fase da lesédo, presenca de fenda, intensidade e distribuicdo do
infiltrado inflamatério) foram observadas diferencas entre os grupos nas variaveis
referentes a fase da doenca (p=0,01), intensidade (p=0,0001) e distribuicdo
(p=0,01) do infiltrado inflamatério. No grupo de pacientes com LPO, 44,82% das
amostras apresentavam-se na fase ativa, 96,55% mostravam infiltrado inflamatério
de moderado a intenso e, em 65,51% delas, este infiltrado era superficial.
Ja no grupo de DECHc, 81,48% das amostras encontravam-se na fase ativa,
3,7% mostravam infiltrado inflamatério de moderado a intenso e, em 100% delas,
este infiltrado era superficial.

4.2- Dados histologicos semiquantitativos e quantitativos

Nao houve diferenga estatisticamente importante entre os grupos com
relacdo a quantidade de corpos apoptoticos isolados ou agrupados, nem em
relacdo a extensdo da degeneracao hidropica da camada basal. Nas amostras de
ambas as doencas, a quantidade de corpos apoptdticos isolados foi

significantemente maior do que a de corpos apoptéticos agrupados (p<0,0001).
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4.3- Dados imuno-histoquimicos

O numero médio de células CD4-positivas foi estatisticamente maior no
grupo de pacientes com LPO (p<0,0001) (Figura 10). Nao houve diferenca
importante entre os grupos com relacdo as células imunomarcadas para
CD8 (Figura 11), ICAM-1 (Figura 12) e MAC 387 (Figura 13) (Tabela 2).

A razdo entre as células positivas para CD4 e as células positivas para
CD8 foi de 1,48 para o grupo do LPO e de 0,35 para o grupo de DECHc
(p<0,0001).

(aumento original x 400)

Figura 10- Reacdo imuno-histoquimica para CD4 em amostra de LPO
(paciente 29) (A) e de DECHc oral (paciente 17) (B).
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(aumento original x 400)

Figura 11- Reacgao imuno-histoquimica para CD8 em amostra de LPO (paciente 1)
(A) e de DECHc oral (paciente 6) (B).

(aumento original x 400)

Figura 12- Reacdo imuno-histoquimica para ICAM-1 em amostra de LPO
(paciente 28) (A) e de DECHc oral (paciente 25) (B).
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(aumento original x 400)

Figura 13- Reacdo imuno-histoquimica para MAC 387 em amostra de LPO
(paciente 11) (A) e de DECHc oral (paciente 21) (B).

Observou-se que o numero de células perforina-positivas e granzima
B-positivas no epitélio das amostras de DECHc foi significantemente maior do que
nas amostras de LPO (p=0,01 e p=0,006 respectivamente) (Tabela 2 e Gréfico 1).
No cério subepitelial, essa diferenca nao se reproduziu. A soma das células
positivas no epitélio e no cério, tanto para perforina (Figura 14) como para
granzima B (Figura 15), também foi estatisticamente maior na DECHc do que no
LPO (p=0,03 e p=0,02, respectivamente). Nas amostras de ambas as doengas, o
namero de células positivas tanto para granzima (p=0,0001 no LPO e p =0,0004
na DECHc) quanto para perforina (p<0,0001 no LPO e p=0,03 na DECHc) foi

maior no cério do que no epitélio.
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Tabela 2- Células/mm? positivas para os marcadores imuno-histoquimicos nas
amostras de LPO e DECHc oral.

Marcadores LPO (média £+ DP) DECHc (média £ DP) Valor de p
CD4 2812,36 £ 1461,00 685,16 + 561,32 p<0,0001
CD8 2208,68 + 876,28 2005,69 + 798,68 p=0,37
CD4/CD8 1,48 £ 1,05 0,35+0,24 p<0,0001
ICAM-1 1631,59 + 1186,71 1421,34 + 871,20 p= 0,45
MAC 387 317,97 £ 316,39 291,93 + 264,25 p=0,73
Granzima B epitélio 27,87 + 33,70 69,01 + 74,44 p=0,01
Granzima B tecido conjuntivo 93,95 + 88,79 145,30 £ 134,92 p=0,10
Granzima B total 121,83 £ 107,49 214,31 + 195,82 p=0,03
Perforina epitélio 24,72 +£ 31,52 68,29 + 71,97 p=0,006
Perforina tecido conjuntivo 58,73 £ 50,56 93,11 £ 91,75 p=0,09
Perforina total 83,44 + 74,70 161,41 £ 154,40 p=0,02

DP: Desvio-padrao
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Figura 14- Reacdo imuno-histoquimica para perforina em amostra de LPO
(paciente 11) (A) e de DECHc oral (paciente 25) (B).
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(aumento original x 400)

Figura 15- Reacdo imuno-histoquimica para granzima B em amostra de LPO
(paciente 29) (A) e de DECHc oral (paciente 25) (B).

Por meio da analise do coeficiente de correlacdo de Pearson,
observou-se que quanto maior o numero de células perforina-positivas, maior o
numero de células granzima-B positivas tanto no epitélio (r=0,42 no LPO e r=0,57
na DECHc) como no tecido conjuntivo subepitelial (r=0,43 no LPO e r=0,51 na
DECHCc) nos dois grupos de doengas (p<0,05) (Graficos 2 e 3).
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Grafico 3- Numero de células perforina-positivas e granzima B-positivas no tecido
conjuntivo do LPO (esquerda) e da DECHc oral (direita) (Coeficiente de
Pearson, p<0,05).
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Nos pacientes com LPO, quando as lesdes foram agrupadas segundo a
fase de desenvolvimento (ativas e em regressdo), ndao foram encontradas
diferencas significantes quanto ao numero de células positivas para granzima B,
perforina, CD8, ICAM-1 e MAC 387, nem para a quantidade de corpos apoptoticos
isolados ou para a intensidade de degeneracdo hidrépica da camada basal
(Tabela 3). No entanto, foi encontrada maior quantidade de células CD4-positivas
nas lesdes ativas (p=0,03) e maior quantidade de corpos apoptéticos agrupados
nas lesées em regresséao (p=0,005).

Nos pacientes com DECHc, foi encontrado maior nimero de células
CD8-positivas nas lesdes ativas quando comparadas as lesdes em regressao
(p=0,02), maior numero de células perforina-positivas no epitélio das lesdes ativas
(p=0,008) e maior quantidade de corpos apoptéticos agrupados nas lesdes em
regressao (p=0,03). Nao houve diferenca significante para as demais variaveis
(Tabela 4).
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Tabela 3- Andlise dos marcadores agrupados segundo a fase da lesdo nos
pacientes com LPO.

Marcadores Les’ao ativa Lesao em regressao Valor de p
(média = DP)

CD4 3459,35 + 1415,73 2286,68 + 1312,81 p=0,03
CD8 245593 £ 779,65 2007,78 £ 922,52 p=0,16
ICAM-1 1548,70 + 1233,18 1698,94 + 1183,81 p=0,74
MAC 387 340,55 + 331,47 299,62 +313,30 p=0,73
Granzima B epitélio 37,20 + 45,66 20,29 £ 17,75 p=0,22
Granzima B tecido conjuntivo 105,30 = 71,85 84,73 £ 101,91 p=0,53
Granzima B total 142,5 + 103,17 105,03 £+ 111,27 p=0,35
Perforina epitélio 30,93 £ 45,35 19,69 + 12,20 p=0,40
Perforina tecido conjuntivo 59,50 £ 56,16 58,11 £47,43 p=0,94
Perforina total 90,41 £ 99,48 77,79 £ 49,25 p=0,68
Corpos apoptéticos isolados 28,27 + 23,09 20,98 + 22,68 p=0,40
Corpos apoptéticos agrupados 0,28 + 0,50 1,26 +1,13 p=0,005
Degeneracao hidrépica 71,19 £ 15,99 67,05 £ 22,03 p=0,56

DP: Desvio-padrao
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Tabela 4- Andlise dos marcadores agrupados segundo a fase da lesdo nos

pacientes com DECHc oral.

Lesao ativa Lesao em regressao
Marcadores Valor de p

(média = DP) (média + DP)
CD4 716,16 + 584,74 548,73 + 473,66 p=0,52
CD8 2131,49 £ 819,33 1451,65 + 388,93 p=0,02
ICAM-1 1514,90 + 902,54 1009,66 + 629,94 p=0,17
MAC 387 268,14 + 242,44 396,63 + 358,46 p=0,48
Granzima B epitélio 70,45 + 77,80 62,98 + 65,69 p=0,83
Granzima B tecido conjuntivo 145,26 + 138,00 145,48 £ 136,23 p=1,00
Granzima B total 215,71 £199,49 208,44 + 201,60 p=0,94
Perforina epitélio 77,37 £ 76,99 28,34 £ 10,57 p=0,008
Perforina tecido conjuntivo 99,15 £ 95,47 66,56 + 76,04 p=0,43
Perforina total 176,53 £ 164,31 94,90 + 80,17 p=0,13
Corpos apoptoticos isolados 35,43+ 28,27 26,46 + 23,32 p=0,48
Corpos apoptoticos

2,30 +4,13 10,08 £ 15,13 p=0,03
agrupados
Degeneracao hidropica 80,02 + 22,51 47,58 + 32,07 p=0,08

DP: Desvio-padrao

A anadlise por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson mostrou,

nos pacientes com LPO, uma correlagdo positiva e significante entre as células
positivas para CD4 e para CD8 (r=0,38; p=0,04).

Nos pacientes com DEVHc também foi encontrada uma correlagéo

positiva e significante entre as células positivas para CD4 e CD8 (r=0,39; p=0,04),

e uma correlacao negativa entre as células imunomarcadas para CD8 e a idade

(r=-0,58; p=0,004), ou seja, quanto maior a idade dos pacientes, menor 0 numero

de células CD8-positivas e vice-versa. Foram ainda observadas correlacoes

positivas e significantes entre as células positivas para CD8 com as positivas para

ICAM-1 (r=0,53; p=0,004), com o numero de corpos apoptoticos isolados (r=0,57;
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p=0,0016) e com o grau de degeneracao hidrépica da camada basal (r=0,52;
p=0,0056). Correlacbes positivas e estatisticamente importantes também foram
encontradas entre as células positivas para MAC 387 e aquelas positivas para
perforina no tecido conjuntivo (r=0,59; p=0,001) e com o numero de corpos
apoptéticos agrupados (r=0,59; p=0,001).

Na analise por meio da regressao linear multipla, 0 nimero de corpos
apoptéticos isolados dos pacientes com LPO apresentou uma correlagao positiva
e significante (R?=0,30) com o nimero de células positivas para a granzima B do
tecido conjuntivo (p= 0,003) e negativa com o numero de células imunomarcadas
para perforina do tecido conjuntivo (p=0,005), ou seja, quanto maior 0 numero de
corpos apoptéticos isolados maior o numero de células positivas para granzima e
menor 0 numero de células positivas para a perforina no tecido conjuntivo.
Neste mesmo grupo, foi encontrado que o0s corpos apoptoéticos agrupados
apresentavam uma correlagdo positiva (R?=0,34) com as lesdes em regressdo
(p=0,01) e negativa com a perforina do tecido conjuntivo (p=0,03).
Para os pacientes com DECHc, foi demonstrada uma correlacdo negativa
(R?=0,25) entre os corpos apoptdticos isolados e a idade (p=0,009).
Além disso, 0s corpos apoptoticos agrupados mostraram uma correlagédo positiva
(R?=0,32) com a perforina do tecido conjuntivo (p=0,009) e com as lesées em
regressao (p=0,01).
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5- DISCUSSAO



O sistema imune tem uma participacao fundamental na patogénese das
lesbes liquendides orais da DECHc e do LP (1, 2, 7). Em ambas as doengas,
o infiltrado inflamatério  consiste  principalmente de linfocitos  T.
Estudos ultraestruturais tém demonstrado intimo contato entre os linfécitos T e as
células epiteliais em processo de degeneracao (53, 54), sugerindo a sua

participacado na indugao da apoptose dos ceratinocitos.

E conhecido que as biopsias de mucosa oral, nos pacientes com
DECHc, exibem um infiltrado inflamatério com um numero menor de células T
CD3+ quando comparadas as de LPO, que mostram um infiltrado celular intenso.
Os resultados encontrados no presente estudo alinham-se aos da literatura
(66, 67). Adicionalmente, em 34,5% das amostras de LPO, o infiltrado se estendia
profundamente no tecido conjuntivo, enquanto que, em 100% das amostras de
DECH esse infiltrado estava limitado a superficie. Uma hipétese para explicar a
diferenca na intensidade do infiltrado entre as doencas é a diminuicao no numero
das células inflamatérias secundaria ao estado de imunossupressao que estes
pacientes com DECHc apresentam. A doenca do enxerto contra o hospedeiro, na
fase crbnica, alia dois estados: de autoimunidade e imunossupressao. Soma-se a
isto, a deplecédo imune decorrente do periodo de condicionamento pré-transplante
e do tratamento instituido, para a profilaxia da DECH, no periodo pés-TMO.
A ciclosporina, por exemplo, atua inibindo a produgéo de IL-2 pelos linfécitos T (1).
Essa citocina é o principal fator de crescimento autécrino e de diferenciagéao para
a maioria das células T (29), e a sua inibicdo, portanto, resulta em importante
diminuicdo na reatividade destas células. Os corticéides, por outro lado, diminuem
diversas atividades importantes dos leucdcitos circulantes (1). Por isto,
a associagao de ciclosporina com prednisona é frequentemente utilizada como

terapia de profilaxia pés-TMO (68), como o foi nestes pacientes.

Existem diversos estudos sobre o infiltrado de células T em ambas as
doencas, porém com resultados conflitantes, ora mostrando predominio de
linfécitos T CD4, ora maior acumulo de linfécitos T CD8. No presente estudo,

o numero de células CD4-positivas foi estatisticamente maior no grupo de

Discussao
103



pacientes com LPO, ndo sendo observada diferenca importante entre os grupos
quanto ao numero de células CD8-positivas. Além disso, a razao CD4/CD8 foi de
1,48 nos pacientes com LPO e de 0,35 nos pacientes com DECHc, demonstrando
um predominio dos linfécitos T CD8+ neste ultimo grupo. Mattsson et al. (66)
encontraram um numero estatisticamente maior tanto de linfécitos CD4 quanto de
CD8 nas amostras de LPO quando comparadas as de DECHc oral, porém com
predominio de linfocitos T CD4+ em ambos os grupos. A razdo CD4/CD8
encontrada por estes autores foi de 5:1 nas amostras de LPO e de 6:1 nas
amostras de DECHc oral. Hasséus et al. (1) encontraram resultados semelhantes
a Mattsson et al. (66), porém com taxas de CD4/CD8 de 1,17 e de 1,94 no tecido
conjuntivo e no epitélio das lesées de LPO, respectivamente, e taxas de 1,21 e de
0,74 no tecido conjuntivo e epitélio das lesbes de DECHc oral. Ja Sato et al. (25)
nao encontraram diferencas importantes entre as doengas tanto em relagéo ao
nuamero de células CD4+ quanto ao numero de células CD8+, porém observaram
um predominio de linfocitos CD8+ em ambos os grupos. Em estudos analisando
cada doenca separadamente, predominio de linfécitos CD4+ em amostras
cutaneas de LP também foi encontrado por Kastelan et al. (56), Ammar et al. (58)
e Prpic Massari et al. (55) e maior numero de células CD8+ em amostras de
DECHCc oral foi demonstrado por Fuijii et al. (53) e por Soares et al. (27). As razdes
para a diversidade entre as taxas encontradas de linfécitos T auxiliares/T
citotoxicos sao desconhecidas, porém podem estar relacionadas a diferengas na
técnica de imuno-histoquimica utilizada, ao numero de amostras incluidas em
cada estudo ou ainda a diferengas nas caracteristicas das amostras avaliadas
(27). Outro fator que pode interferir na composi¢cao do infiltrado inflamatério é a
fase de atividade da amostra coletada (1, 69). No presente estudo, foi encontrado
um maior numero de linfécitos CD4+ nas lesdes ativas do LPO e maior numero de
linfocitos TCD8+ nas lesdes orais ativas da DECHc quando comparadas as lesdes
em regressdo, nao alterando portanto os resultados globais encontrados.
Além disso, uma correlagdo positiva entre estes dois subtipos de linfécitos foi
observada em ambas as doencas, ou seja, quanto maior o numero células CD4+,

maior o numero de células CD8+ e vice-versa. Independentemente do grupo de
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células predominante, os resultados encontrados sugerem uma interagao
funcional entre os dois subtipos de linfécitos no desenvolvimento de ambas as
doengas (56), j@a que na fase inicial das lesbes ocorre a apresentacdo de
antigenos associados ao MHC classe Il aos linfocitos auxiliares T CD4+,
seguido pela apoptose dos ceratinocitos desencadeada pelos linfocitos citotoxicos
T CD8+. O ponto de equilibrio entre essas acbes, auxiliar e citotoxica,
dos subtipos de linfocitos T, pode determinar o comportamento clinico da

doencga (8).

Os linfocitos T CD8+ tém sido considerados os principais efetores das
lesbes liquendides estudadas. Em estudos ultraestruturais de DECHc oral,
demonstrou-se que ceratinocitos ligados a células expressando marcador de
linfécito T citotoxico apresentavam varios graus de degeneragao, enquanto
ceratinocitos ligados a células expressando marcador de padrao T auxiliar
mostravam-se preservados (53). Além disso, em amostras de LPO,
foi demonstrado que, nas regides de integridade da membrana basal,
os linfécitos T CD8 concentravam-se na lamina prépria com poucas células
intraepiteliais. Em contraste, grupos de linfécitos T CD8 foram encontrados na
camada basal nas areas de interrupcdo da membrana, sendo o numero total
destas células significantemente maior do que nas areas de membrana
preservada (11). No presente trabalho, foi observado que, nas amostras de
DECHc oral, as células CD8-positivas apresentaram uma correlagdo positiva e
importante com o numero de corpos apoptoticos isolados e com o grau de
degeneracgao hidropica da camada basal, reafirmando as evidéncias encontradas

na literatura.

Diversos estudos tém abordado a importancia das células T regulatorias
na prevencao de doengas autoimunes em modelos experimentais com ratos.
Sao linfécitos CD4+ que expressam altos niveis de receptor de cadeia a de IL-2
(CD25) (29). Estas células parecem ter um papel crucial no controle da resposta
imune, facilitando o estabelecimento da tolerancia dos linfécitos T a allo e a

autoantigenos associados ao complexo maior de histocompatibilidade.
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Uma das dificuldades para a melhor compreenséao e caracterizagao das células T
regulatorias CD4+CD25+ é a auséncia de um marcador especifico, ja que células
T efetoras CD4+ e CD8+ também podem expressar CD25+ quando ativadas
(24, 70). Neste sentido, um avango importante foi a identificagdo de que as
células T regulatérias expressam preferentemente um fator de transcricdo nuclear
chamado Foxp3 (do inglés forkhead box p3) (71). Estudos recentes tém
demonstrado que pacientes que desenvolveram doenga do enxerto (alogénico ou
autdlogo) contra o hospedeiro crénica tém niveis de transcricdo de RNAm de
Foxp3 significantemente menor do que pacientes sem qualquer evidéncia clinica
de DECH. Nos pacientes com DECH aguda, demonstrou-se que a expressao do
Foxp3 correlacionou-se inversamente com o grau desta doenga. A analise
sequencial de pacientes que desenvolveram DECH aguda e evoluiram para DECH
cronica revelou que os niveis de Foxp3 estavam consideravelmente reduzidos
durante a fase de atividade da doencga, retornando aos niveis normais depois da
resolucdo da DECH. Os niveis da expressdo do gene Foxp3 também estavam
reduzidos de forma significante em pacientes que desenvolveram DECH crénica

apo6s o TMO alogénico (24).

Hasséus et al. (1) encontraram um numero significantemente maior de
células CD25+ nas amostras de LPO do que nas amostras orais de DECHc.
Porém o fendtipo destas células ndo foi caracterizado com relagdo ao Foxp3.
Na amostra do presente trabalho, esta caracterizacdo também seria interessante,
ja que foi encontrado um numero estatisticamente maior de células CD4+
nos espécimes de LPO do que nos espécimes de DECHc. Estas células podem

representar tanto células T efetoras ativadas, quanto células T regulatorias.

Neste trabalho, foi utilizado o anticorpo monoclonal MAC 387 para
avaliar os macréfagos. Este anticorpo identifica pequenos histiécitos derivados do
sangue, ativados e recém-chegados ao sitio inflamatorio. Sua presenga indica
inflamacéo crbénica em plena atividade, associada a produgdo de citocinas (72).
Na amostra estudada, ndo foi encontrada diferenca importante entre LPO e

DECHCc oral com relagao ao numero de macréfagos MAC 387+. Mattson et al. (66)
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relataram uma frequéncia menor que 1% para os macréfagos no infiltrado
inflamatorio das suas amostras de ambas as doengas. Ja Sato et al. (25)
encontraram resultados semelhantes ao do presente trabalho, tendo sido utilizado
como marcador o CD68. O resultado encontrado, associado a demonstracgao,
por outros autores (25, 27), de um numero maior de macréfagos em ambas as
doengas quando comparadas a mucosa normal, sugere um importante papel
destas células como apresentadoras de allo e/ou autoantigenos no LPO e na
DECHc.

Foi observado ainda que, no tecido conjuntivo das amostras com
DECHQc, as células expressando MAC 387 demonstraram uma correlagao positiva
com o numero de células imunomarcadas para perforina e com o numero de
corpos apoptéticos agrupados. Este achado pode sugerir uma participacdo mais
importante dos macréfagos no desencadeamento da apoptose nesta doenca.
Embora a expressdo de granzima B in vivo ja tenha sido demonstrada em
macrofagos (73, 74), a expressao de perforina nestas células, até o momento,
s6 foi demonstrada em uma subpopulacdo de macréfagos CD4+CD8+ em modelo

experimental com ratos (75).

A expressao da ICAM-1 nao se mostrou diferente entre as amostras de
LPO e de DECHc. Alguns estudos tém demonstrado a maior expressao desta
molécula em amostras de ambas as doengas quando comparadas a fragmentos
de tecidos normais (31, 41), o que é um resultado esperavel. Como as moléculas
de adesao celular participam tanto do recrutamento das células inflamatdrias,
como também do controle e manutencao destas células no sitio da inflamacao
(38), tem sido sugerido uma importante atuagdo destas moléculas na cronicidade

das lesdes (31).

Uma correlagao positiva e importante foi encontrada entre o niumero de
células expressando a ICAM-1 e os de linfocitos TCD8+ nas amostras de DECHc
oral. Considerando que, neste grupo de doenga, os linfocitos T CD8+ foram as
células predominantes do infiltrado inflamatério e que estas células sao

consideradas as principais efetoras da citotoxicidade celular, os resultados
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encontrados apontam para uma importante contribuicao da ICAM-1 na patogénese
da DECHc oral.

A importancia da citotoxicidade celular mediada pela perforina e
granzima B tem sido demonstrada no controle de crescimento de tumores,
no controle de infecgdes por virus e por bactérias intracelulares,
em autoimunidade, na rejeicdo de tecido estranhos e, mais recentemente,

na patogénese de doengas inflamatérias crénicas (43, 44, 48, 76-79).

Os resultados encontrados mostraram maiores concentragdes de
células expressando a perforina e a granzima B no epitélio e em toda a mucosa
(epitélio mais tecido conjuntivo) no grupo de pacientes com DECHc
comparativamente ao grupo de pacientes com LPO. Foi aventada a hipétese de
que este resultado poderia estar relacionado a fase de desenvolvimento da
doenga, ja que, no grupo de pacientes com DECHc, foi encontrado um numero
maior de lesbes em fase ativa. Porém, no grupo de paciente com DECHCc,
as lesdes ativas apresentaram maior quantidade de células expressando a
perforina apenas dentro do epitélio, quando comparadas as lesdes em regressao,
e a maior concentragdo de moléculas citotoxicas foi demonstrada na espessura do
tecido conjuntivo, em ambos os grupos de doencgas. Desta forma, a fase da

doencga pode ser insuficiente para explicar a diferengca encontrada entre os grupos.

Considerando que: 1- ndo houve diferenga entre LPO e DECHc com
relacdo ao numero de linfocitos TCD8+; 2- a maior expressao das moléculas
citotoxicas ocorre neste subtipo de linfécitos e nas células NK (54, 55, 58),
o achado de maior concentragcédo de células expressando granzima B e perforina
nas amostras de DECHc oral, poderia sugerir uma produ¢gdo mais importante
destas moléculas citotoxicas pelos linfécitos T CD8 da DECH. Outra possibilidade
seria uma participacdo maior das células NK no infiltrado inflamatério desta
doenga. Este resultado ndo se traduziu, histologicamente, como maior atividade
de interface, ja que ndo houve diferenga, entre as doengas, quanto a quantidade

de corpos apoptéticos, nem quanto a extensao da degeneragao hidropica.
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O presente trabalho também demonstrou uma correlagdo importante
entre o numero de células positivas para a perforina e aquelas positivas para a
granzima B tanto no epitélio como no tecido conjuntivo subepitelial, em ambas as
doengas (LPO e DECHc oral). Este resultado reforca a idéia de que estas
moléculas trabalham cooperativamente para induzir o dano a célula-alvo
(43, 44, 46, 48, 80). Evidéncias tém sido acumuladas de que as granzimas s&o
necessarias para o desencadeamento da apoptose da célula-alvo. Embora a
perforina n&o seja indispensavel para a entrada da granzima na célula, ela parece
ser necessaria para a liberagdo da granzima no citosol e para o transporte desta
molécula em diregdo ao nucleo (43, 44, 46, 48). A perforina, por sua vez,
pode causar a lise da célula-alvo, mas ndo a fragmentagdo do DNA (54, 81).
Apesar da importancia vital destas moléculas, a base da interacdo entre a

perforina e a granzima ainda precisa ser elucidada.

No grupo do LPO, quanto maior o numero de corpos apoptdticos
isolados maior o numero de células positivas para granzima e menor o numero de
células positivas para a perforina no tecido conjuntivo. Uma correlagdo negativa
entre o numero de corpos apoptéticos agrupados e as células perforina-positivas
do tecido conjuntivo também foi observada. Estes achados indicam que a
granzima B tem uma direta participagdo no mecanismo da apoptose no LPO e séo
concordantes com aqueles relatados por Shimizu et al (54). Estes autores
demonstraram que a maioria das células que integravam o infiltrado dérmico,
das lesbes cutaneas de LP, foram granzima B-positivas; esta molécula foi
observada sendo secretada de um linfocito para um ceratinocito em apoptose (54).
Os resultados do presente estudo diferem daqueles encontrados por
Santoro et al. (57), que demonstraram uma correlagao significante entre o indice
apoptético e as células perforina-positivas em amostras cutédneas e orais de LP.
Esses autores usaram como indice apoptdtico a razdo entre células ssDNA-
positivas e corpos apoptéticos em pelo menos 5 campos de grande aumento.
Talvez a divergéncia entre os resultados possa ser atribuida a diferenca na

metodologia utilizada.
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Tanto no LPO quanto na DECHc foi observada uma maior quantidade
de corpos apoptoticos agrupados nas lesdes em regressao. Este resultado sugere
que, com o passar do tempo e diminuicdo da atividade inflamatdria, os corpos
apoptéticos devem ir agregando-se. Talvez este processo possa facilitar a

remocao desta estruturas na mucosa.

Com relagdo a DECH oral, foi observado que a idade se correlaciona de
forma negativa com o numero de corpos apoptoticos isolados e com o numero de
células CD8-positivas. Este achado pode indicar a ocorréncia de doenca oral mais
grave em individuos mais jovens. Contudo, devemos considerar que somente
2 (7,69%) dos nossos pacientes com DECHc tinham menos de 18 anos de idade e
que, portanto, estamos estudando as diferengcas etarias numa populacdo de
adultos. E de longa data, conhecido que a idade mais avangada, tanto do doador
como do receptor, associa-se a um maior risco de incidéncia e de gravidade da
DECH crénica nos 6rgaos em geral (16). Porém, nao foram encontrados estudos
que confirmem especificamente a influéncia da idade na gravidade do curso
clinico da DECHc oral. Ainda, nas amostras com DECHc, foi encontrada uma
correlagao positiva entre o numero de corpos apoptdéticos agrupados com o de
células perforina+ do tecido conjuntivo. Este resultado aponta para uma
importante diferenga entre os grupos: enquanto no LPO a apoptose parece
correlacionar-se com a agao da granzima B, na DECHc oral, esta relagéo parece
ser mais importante com a perforina. Higaki et al (62) e Takata et al. (61)
obtiveram resultados diferentes. Estes autores acharam poucas células
perforina-positivas nos seus casos de DECH oral; contudo estes estudos se
basearam, somente, na analise de 2 e 3 amostras de biopsias orais de DECHc,

respectivamente.

Os resultados encontrados indicam que, embora a manifestacao oral do
liquen plano e da doenga do enxerto contra o hospedeiro cronica seja semelhante
nas suas caracteristicas clinicas e histoldgicas, parece haver diferengas na

patogénese destas doencgas.
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6- CONCLUSAO



RESUMO

1- Foi encontrada diferenca significante entre as amostras de LPO e DECHc oral
com relacdo a fase da doencga, intensidade e distribuicdo do infiltrado
inflamatério. A quantidade de corpos apoptoticos e a extensao da degeneragao
hidrépica da camada basal ndo foram diferentes entre os grupos;

2- O numero médio de células CD4-positivas foi estatisticamente maior nas
amostras de LPO do que nas de DECHc oral. Nao houve diferenca, entre as
doencas, quanto ao numero de células imunomarcadas para CD8;

3- Nao foram encontradas diferencas entre os grupos estudados com relacdo ao
nuamero de células positivas para MAC 387.

4- Nao houve diferenca entre os grupos estudados com relacdo as células
imunomarcadas para ICAM-1. Contudo, por sua importante correlacdo com os
linfécitos T CD8, a ICAM-1 parece ter uma importante contribuicdo na
patogénese da DECHc oral;

5- O numero de células positivas tanto para granzima B quanto para a perforina foi
estatisticamente maior nas amostras de DECHc oral do que nas amostras de
LPO;

6- A apoptose, no LPO, parece correlacionar-se mais com a granzima B, enquanto
que, na DECHc, mais com a perforina.

CONCLUSAO

As diferentes formas de interacdo entre as variaveis estudadas indicam
que existem diferencas na patogénese entre LPO e DECHc oral.
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Quadro 1- Classificagéo clinica da DECHc, segundo Shulman et al.,1980.

DECHc limitada

Ocorréncia de um ou ambos os eventos:
1- Acometimento localizado da pele

2- Disfuncao hepatica derivada da DECHc

DECHc extensa

Ocorréncia do evento:
1- Acometimento generalizado de pele ou:

2- Acometimento localizado da pele e/ou disfuncao hepatica originada pela
DECHc mais:

a- Histologia do figado mostrando hepatite crénica agressiva, pontes de

necrose ou cirrose; ou
b- Acometimento dos olhos (teste de Schimmer < 5mm); ou

c- Acometimento das glandulas salivares menores ou mucosa oral

demonstrada por biopsia; ou

d- Acometimento de qualquer outro 6rgéo alvo
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Quadro 2- Graduacgéo histolégica da DECHc da mucosa oral, de acordo com
Horn et al., 1995.

Grau Caracteristicas Histoldgicas

Vacuolizagcdo das células basais, moderado infiltrado linfocitario,
moderada exocitose epitelial.

Vacuolizacdo da camada basal, células epiteliais disceratéticas,
2 necrose de ceratinocitos, com satelitose linfocitaria, moderado a

intenso infiltrado linfocitario no cério e moderada exocitose epitelial.

Clivagem focal entre o epitélio e o cério, intenso infiltrado linfocitario

no corio, células epiteliais disceratoticas, exocitose linfocitaria.

4 Separacao entre o epitélio e o corio.
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9- APENDICES



Tabela 5- Caracteristicas clinicas e histolégicas dos pacientes com LPO.

N° Paciente Sexo Idade Metap Fase Fendas Intinf Loc inf
1 F 52 1 0 0 1 0
2 F 34 1 0 0 1 0
3 F 57 1 0 1 1 1
4 F 54 1 0 0 1 0
5 M 51 1 1 0 1 0
6 M 66 1 0 1 1 1
7 F 28 0 0 0 1 1
8 F 53 1 0 1 1 1
9 F 69 1 1 0 0 0
10 M 48 1 0 0 1 1
11 M 36 1 0 0 1 1
12 M 36 1 0 0 1 0
13 F 42 1 1 1 1 0

14 F 64 1 1 0 1 0
15 M 62 1 1 1 1 0
16 F 56 0 1 0 1 0
17 M 47 1 1 0 1 0
18 M 37 1 1 0 1 0
19 M 49 1 0 1 1 1
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N° Paciente Sexo Idade Metap Fase Fendas Intinf Loc inf

20 F 44 1 1 1 1 1
21 M 29 1 0 0 1 0
22 M 60 1 1 1 1 0
23 M 47 0 1 1 1 0
24 F 37 1 1 0 1 1
25 M 25 1 1 0 1 0
26 F 53 1 0 0 1 0
27 M 69 1 1 0 1 0
28 M 27 1 1 0 1 0
29 M 30 1 1 0 1 1

Metap: metaplasia cornificada, 0: ausente 1: presente; Fase, 0: ativa, 1: em regresséo;
Fenda, 0: ausente 1: presente; Int inf: intensidade do infiltrado inflamatério, 0: leve,
1: moderada ou acentuada; Loc inf: localizagdo do infiltrado inflamatério, 0: superficial,
1: superficial e profunda.
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Tabela 6- Caracteristicas clinicas e histoldgicas dos pacientes com DECHc oral.

[ % —
s n 3 8 S a 0] = L o £ 9
1 F 14 LLA 215 MO Ext 2 1 1 0O 0 O
2 F 21 AA 78 MO Loc 3 o 0 o0 0 O
3 F 41 LMC 690 SP Ext 2 o 1 0 0 O
4 M 21 AA 223 MO Ext 2 1 0 1 0 O
5 M 18 LMC 320 MO Ext 3 1 0o 0 0 ©0
6 M 41 LMC 202 SP Loc 2 1 o 1 0 O
7 M 59 LMC 392 MO Ext 2 o 0 o0 0 O
8 M 34 LMC 285 MO Ext 3 1 0 1 0 0
9 M 40 LMC 1666 MO Ext 3 1 o 1 0 O
10 F 15 LLA 162 SP Ext 3 1 o 1 0 O
11 M 37 LMC 200 MO Ext 3 1 1 1 0 O
12 M 43 LMA 308 SP Ext 3 1 0 1 0 O
13 M 47 LMC 82 MO Ext 3 1 o 1 0 O
14 M 30 AA 1093 MO Ext 2 1 o 0 0 O
15 M 32 LMA 130 SP Ext 3 1 0 1 0 O
16 M 38 LLA 537 SP Ext 2 1 0O 0 0 ©0
17 F 52 LMC 147 ©SP Ext 2 0O 0 1 1 0
18 M 45 LMC 708 MO Ext 3 o 0 1 0 O
19 F 48 LMC 110 MO Ext 2 o 0 1 0 O
20 M 4 MM 584 SP Ext 2 1 1 0O 0 O
21 M 39 LMC 248 SP Ext 2 6o 0 0 0 o0
22 M 31 LLA 247 MO Ext 3 1 o 1 0 O
23 F 52 LMA 271 SP Ext 2 1 0o 1 0 O

Apéndice 2

137



[ % —
& = 8 § o © 5= % ¢ £ 8§
24 M 41 MM 439 SP Ext 2 1 0 0 0 0
25 M 25 LMA 288 MO Ext 2 1 o 0 o0 O
26 M 55 LMA 330 SP Ext 3 1 1 1 0 O
27 M 39 HPN 104 MO Ext 3 0O 0 1 0 O

*Doenga hematologica. LLA: leucemia linféide aguda; AA: anemia aplasica, LMC: leucemia
mieldide cronica LMA: leucemia mieléide aguda; MM: mieloma mdultiplo, HPN: hemoglobinuria
paroxistica noturna. DBx: dia (p6s TMO) da coleta da biopsia; Enxerto: tipo de enxerto,
MO: medula éssea, SP: sangue periférico; DECHc: classificagao clinica da DECHc, Ext: extensa,
Loc: localizada; Grau muc: grau de DECHc na mucosa; Metap: metaplasia cornificada,
0: ausente 1: presente; Fase, 0: ativa, 1: em regressao; Fenda, 0: ausente 1: presente; Int inf:

intensidade do infiltrado inflamatério, 0: leve, 1: moderada ou acentuada; Loc inf: localizacdo do

infiltrado inflamatdrio, 0: superficial, 1: superficial e profunda.
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