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O estabelecimento de critérios minimos para o diagnostico da doenca do
enxerto contra o hospedeiro cronica (DECHc), identificando aqueles com significancia
prognostica, bem como a padronizacdo deste achados, pode adicionar subsidios para a
conduta terapéutica, facilitar o trabalho de pesquisadores e aperfeicoar a comunicacao entre
eles. O objetivo deste trabalho foi estudar dois sistemas de classificacdo histoldgica para
DECHc em glandulas salivares menores (GSM), um proposto por Horn et al. em 1995 que
tem sido empregado no Departamento de Anatomia Patoldgica, UNICAMP, e outro
proposto por Shulman et al. em 2006. Este foi um trabalho retrospectivo que avaliou
biopsias de GSM coletadas no momento do diagnéstico clinico de DECHc oral. As
amostras de GSM foram obtidas de pacientes tratados por transplante de medula dssea
(TMO) convencional, com enxerto HLA- idéntico de doadores aparentados entre 1994 e
2006. Do total de 154 pacientes com DECHc oral, 65 amostras de GSM de 65 pacientes
foram selecionadas. A mediana de idade dos pacientes foi de 36 (12 — 59 anos), sendo 39
homens e 26 mulheres. As doencas de base foram LMC (n = 37), LMA (n=11) LLA (n =
8), AA (n = 6), HPN (n = 1) e SMD (n = 2). As fontes de células tronco para os TMOs
foram sangue periférico (n = 28) e medula 6ssea (n = 37). As bidpsias foram avaliadas
segundo os sistemas de classificacio de Horn et al. e Shulman et al. de forma cega e
independente por duas observadoras, e o resultado de consenso foi considerado para andlise
estatistica. Foi encontrada uma significante correlacdo entre os diagndsticos histolégicos
propostos por Horn et al. ¢ Shulman et al. (R = 87%, p = 0,0001). O critério “linfécitos
periductais com exocitose nos ductos”, da classificacdo de Shulman et al., mostrou
correlagdo com a sobrevida global do paciente (p = 0,007). Assim, a migracao de linfécitos
através do epitélio ductal pode exercer influéncia negativa na evolucdo clinica dos
pacientes. “Infiltrado linfocitico periductal” no sistema de graduagdo de Horn et al. mostrou
correlagdo significante com a forma clinica (localizada ou extensa) da DECHc (p = 0,04).
Os resultados deste estudo apontam para a importancia prognostica adversa dos critérios
“infiltrado linfocitico periductal” e “linfécitos periductais com exocitose nos ductos” e

podem auxiliar no entendimento da DECHc oral.
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Establishing minimum criteria for cGVHD diagnosis, identifying those with
prognostic significance, as well as standardizing these features, may add subsidies to
conduct therapy, to facilitate the work of researchers and to improve communication
between them. The goal of this work was to study two systems for cGVHD histological
classification in minor salivary glands (MSG), one proposed by Horn in 1995 that has been
used at the Pathology Department, UNICAMP, and another one proposed by Shulman et
al., in 2006. It was a retrospective study including MSG biopsies collected at the diagnosis
of oral cGVHD. The MSG samples were obtained from patients treated by conventional
HSCT, from HLA matched- sibling donors between 1994 - 2006. Among 154 patients with
oral cGVHD, 65 samples were selected from 65 patients. Patients median age was 36 (12 —
59 years), 39 males and 26 females. The underlying diseases were CML (n = 37), AML (n
=11), ALL (n = 8), SAA (n = 6), PNH (n = 1) and MDS (n = 2). The sources of HSCT
used were bone marrow (n = 37) and peripheral blood (n = 28). The histopathological
specimens were blindly and independently examined by two observers and consensus
results were considered for statistical processing. A significant correlation was found
between the histological grades proposed by Horn and Shulman (R = 87%, p = 0.0001).
The criterium “Periductal lymphocytic infiltrate with exocytosis into duct", in Shulman’s
classification, was correlated with global survival (p = 0,007). “Peri-ductal lymphocyte
infiltrate” in Horn’s system showed significant correlation with the clinical cGVHD form
(localized or extensive) of cGVHD (p = 0.04). The results suggested similarity between
final diagnoses obtained either by Horn or Shulman’s classification. The periductal
lymphocytic infiltrate was the most important histological criterium for clinical form of
cGVHD. The lymphocytes migration through ductal epithelium might exert negative
influence in patient outcome. The findings point to the adverse prognostic significance of
the following criteria: “periductal lymphocytic infiltrate” and “peri-ductal lymphocytic

infiltrate with exocytosis into duct" and may improve the understanding of oral cGVHD.
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O Transplante de Medula Ossea (TMO) é o transplante de células
hematopoiéticas pluripotenciais. Ele pode ser usado para tratar defeitos adquiridos do
sistema hematopoiético ou do sistema imune, jd que ambos os sistemas se desenvolvem a
partir de uma célula indiferenciada comum (Abbas e Lichtman, 2005; Schaffer, 2006). Eo
tratamento de escolha para vérios tipos de leucemias, linfomas, sindromes de faléncia da

medula éssea e imunodeficiéncias (Woo et al., 1997).

Avangos criticos ocorreram no campo do TMO com a identificacdo dos
Antigenos Leucocitdrios Humanos (HLAs do inglés human leukocyte antigens) e o
reconhecimento da importancia da relagdo do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC do inglés major histocompatibility complex) entre os tecidos do doador e do receptor

(Woo et al., 1997).

Existem diferentes tipos de TMO, com o qual o paciente pode ser tratado; eles
diferem entre si segundo: 1- a forma de obtencdo das células a serem transplantadas, 2- o

doador destas células e 3- o tratamento dado a medula a ser transplantada.

1- As células a serem transplantadas podem ser obtidas da medula 6ssea através
de multiplas pung¢des da crista iliaca do doador (Weiden et al. 1984), do sangue periférico
em que células-tronco (células progenitoras) periféricas sdo obtidas (Anasetti 2004) e do

sangue de placenta ou corddo umbilical (Cohen e Nagler, 2004).

2- Quanto ao doador das células hematopoiéticas, os transplantes podem ser
singénicos ou is6logos, quando o doador ¢ um irmdo gémeo univitelinico, geneticamente
idéntico ao receptor; alogénico ou homoélogo aparentado quando o doador € um irmao
geneticamente compativel, que tenha herdado os mesmos cromossomos que determinam o
MHC dos seus genitores. Este irmdo terd, contudo, diferentes outros antigenos de
histocompatibilidade, cujos loci genéticos estdo em outros pares de cromossomos. Estes
antigenos, em que pese serem denominados antigenos de histocompatibilidade menores,
podem determinar a rejeicdo do enxerto e até a doenca do enxerto contra o hospedeiro
(DECH) fatal. A medula de um individuo ndo aparentado também pode ser enxertada,
desde que seja compativel para, pelo menos, um haplotipo (cromossomo). O sucesso € a

rapidez da enxertia estdo, entre outros fatores, diretamente relacionados ao grau de
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histocompatibilidade entre o doador e o hospedeiro; e autélogo, quando a medula doadora
foi obtida do préprio receptor, nestas situacdes, parte da medula 6ssea de um doente &
removida e estocada, segue-se terapia com altas doses de quimioterdpicos, associada ou

ndo a irradiacdo corpdrea total e a medula é, entdo, novamente infundida no doente

(Weiden et al 1984).

3- A medula a ser enxertada pode ser tratada de vérias formas como, por
exemplo, com a deplecdo de células T, sob técnicas imunoldgicas ou farmacoldgicas.
Transplante de medula que sofreu deplecdo de células T cursa com maior risco de falha na

enxertia, recidiva da doencga de base e infec¢des oportunistas (Jankowski e Ildstad 1997).

Precedendo o transplante de medula Ossea sdo realizados regimes de
condicionamento. O condicionamento consiste da administracio de altas doses de
quimioterdpicos (Weiden et al 1984), associados ou ndo a irradiacdo corpdrea total em
alguns casos (Ferrara et al. 1996), para erradicacdo das células linfo-hematopoiéticas do

hospedeiro, incluindo as neoplasicas.

Seja qual for a modalidade do condicionamento a ser instituida, a medula dssea
dos pacientes, no momento do transplante, habitualmente ja se encontra modificada pela
doenca de base, bem como em conseqiiéncia das vdarias formas de tratamento instituidas.
Este regime ird destruir o que restou da funcdo medular. Os diferentes regimes de
condicionamento mieloablativos sdo téxicos, sendo a mucosite oral o efeito imediato mais
grave e importante causa de morbidade nestes doentes (Demarosi et al., 2002). Outras
complicagdes, particularmente quando incluem irradiacio corpdrea total (ICT),
compreendem doenca veno-oclusiva hepdtica, pneumonite intersticial, distirbios
enddcrinos, dsseos e neuroldgicos tardios e do crescimento de criancas, catarata, tumores

secunddrios e alopecia (Belkacemi et al., 1999).

A quimio-radioterapia age diretamente nos vasos e nas células em geral,
desmascarando antigenos ocultos e desbalanceando a resposta imune, com a producdo de
células T citotéxicas autoimunes, explicando reacdes similares 8 DECH nos transplantes

autdlogos ou singénicos (Vogelsang e Wagner, 1990).
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Danos as células precursoras (subpopulagdes seletivamente mais vulneraveis)
podem produzir aneuploidia. As atipias nucleares em diferentes tecidos podem ser

observadas anos ap6s 0 TMO (Shulman e Sale 1984).

Nas ultimas décadas, regimes de condicionamento ndo mieloablativos, de
menor intensidade (TMO “mini-alo”), tém sido empregados, visando reduzir a sua
toxicidade e, assim, permitir 0 TMO nos individuos mais enfermos ou idosos. O objetivo
nao ¢ erradicar o tecido neopldsico a0 maximo, mas determinar suficiente imunossupressao
para permitir a enxertia da medula doadora e, assim, induzir o efeito enxerto-versus-
leucemia (Shimoni e Nagler, 2004). Ha indicag¢les especificas para esta modalidade de

TMO e, também, complicagdes peculiares (Mohty et al., 2000).

1.1- Doenca do enxerto contra o hospedeiro

A Doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH), a maior complicacdo do
transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas (alo-TCTH), € uma sindrome com
muitas manifestacdes clinicas, patoldgicas e imunoldgicas (Nicolau-Galitis, et al., 2001). A
freqiiéncia em que tem se manifestado vem aumentando, provavelmente devido ao aumento
de pacientes que sobrevivem as primeiras complicagdes do transplante, a0 aumento no uso
de doadores HLA incompativeis e ndo aparentados e ao uso de sangue periférico como

fonte de células tronco hematopoéticas (Akpek et al., 2001).

Barnes e Loutit foram os primeiros a relatar a reacdo do enxerto contra o
hospedeiro apds o transplante alogénico de medula 6ssea em 1955, e o nome Doenga do
enxerto contra o hospedeiro foi usado pela primeira vez por Cohen et al em 1957,
introduzindo o conceito de que tal condi¢do vinha do reconhecimento de antigenos do

hospedeiro pelo enxerto (Volgelsang e Wagner, 1990).

Santos e Cole (1958) demonstraram que os linfécitos T eram a causa da
DECH e que sua gravidade aumentava proporcionalmente com o numero de células
linfocitarias infundidas. Na mesma época era descoberta a area de histocompatibilidade em

ratos (sistema H-2) primeiro e apds, em humanos (sistema HLA).
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Em 1966, Billingham formulou trés condi¢Oes, as quais deveriam estar

presentes para ocorrer o desenvolvimento da DECH (Billingham, 1966-1967):
1. O tecido transplantado deveria conter células imunocompetentes.
2. O receptor deveria ser incapaz de rejeitar as células transplantadas.

3. O receptor deveria expressar antigenos teciduais que fossem diferentes
daqueles do doador, o que permitiria as células doadas reconhecer os tecidos do receptor

como estranhos.

Os linfécitos T maduros s@o as células imunocompetentes do enxerto que
preenchem a primeira condi¢do. Quando se realiza o condicionamento pré-transplante,
através de quimioterapia com ou sem irradiacdo corpdrea total, obtém-se entdo a
imunossupressao necessdria para prevenir a rejeicdo das células infundidas pelo receptor.
Por outro lado, preenche-se também a segunda condi¢do para o desenvolvimento de DECH.
A terceira condic@o ocorre quando hd expressdo de antigenos teciduais do receptor que nao
estdo presentes no doador. O complexo de histocompatibilidade maior (MHC do inglés
major histocompatibility Complex) diferente entre doador e receptor € o mais importante
fator de risco para a indu¢ao de DECH. Em adi¢do, hd os antigenos de histocompatibilidade
menores derivados da expressdao de genes polimorficos que poderdo preencher a terceira
condicdo, mesmo quando o enxerto for HLA compativel (Ferrara e Reddy, 2006; Woo et

al., 1997).

Embora se pensasse classicamente que a DECH, seria causada pela diferenga de
histocompatibilidade entre doador e receptor como foi postulado por Billigham na década
de 60, estudos realizados revelam que a DECH pode ocorrer em pacientes que receberam
medula dssea autéloga ou singénica (enxerto de medula dssea de gémeo idéntico) (Sloane
et al., 1980; Hood et al., 1987). O mecanismo provavel da DECH autéloga/ singénica € a
falha dos mecanismos de delecdo clonal no timo e desbalanceamento provocado pelo
condicionamento. Acredita-se que a delecdo clonal das células T auto-reativas € o principal
mecanismo na prevenc¢do do desenvolvimento da autoagressao (Sloane et al., 1980; Hood et

al., 1987; Hess e Thoburn, 1997).
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A DECH tem sido tradicionalmente classificada segundo o tempo que leva para
o aparecimento de suas manifesta¢des clinicas em aguda quando ocorre nos primeiros 100
dias pds-transplante e cronica quando ocorre apds os 100 primeiros dias pds-transplante

(Ferrara e Reddy, 2006).

Esta simples classificacdo tem se mostrado cada vez mais insatisfatéria. Isto
devido a novas situacdes clinicas do TMO, por exemplo, o regime de condicionamento pré-
transplante de menor intensidade (TMO “mini-alo”) vem sendo amplamente aceito e as
manifestacoes clinicas da DECH aguda, nestes casos, ocorrem muitas vezes mais tarde

podendo ultrapassar a marca de 100 dias (Ferrara e Reddy, 2006).

1.1.1- Doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda

O termo DECH aguda descreve uma sindrome caracteristica de dermatite,
hepatite e enterite desenvolvida nos 100 primeiros dias apds transplante alogénico de

células tronco hematopoiéticas (Horwitz e Sullivan, 2006).

Krensky et al. (1990), classificaram as etapas para o desenvolvimento da
DECH aguda em fase aferente, quando as células de destrui¢c@o tecidual proliferam e sdo
ativadas; eferente, quando ocorrem danos aos O6rgdos. Outros autores, no entanto
classificaram-nas em trés fases: 1. Dano tecidual do receptor causado pelo regime de
condicionamento (quimioterapia e/ ou radioterapia pré-transplante); 2. Ativagcao e expansao
clonal das células T do doador; 3. Dano tissular do hospedeiro por fatores celulares e

inflamatérios (Ferrara e Reddy, 2006).

Na primeira fase, o regime de condicionamento causa os danos e leva a
ativacdo das células apresentadoras de antigenos do receptor. Esta fase comeca antes das
células do enxerto serem infundidas. Os danos teciduais do receptor prévios ao TMO
dependem de vérios fatores como: o tratamento da propria doencga, infecgdes e as drogas ou
radiacdo provenientes do regime de condicionamento. As altas doses de quimioterapia
ativam as células apresentadoras de antigenos (APCs do inglés antigens presenting cells)

do receptor que sdo criticas na estimulagdo das células T infundidas do doador com o
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enxerto (Ferrara e Reddy, 2006). A irradiagdo corpdrea total € bastante importante neste
processo, pois ativa a secre¢do de citocinas inflamatérias do receptor, tais como
interleucinal e fator de necrose tumoral-o, que induzem a apoptose endotelial e leva a

danos do epitélio do trato gastrointestinal (Hill et al, 1997).

Na segunda fase as APCs do receptor apresentam os alo-antigenos para as
células T do enxerto, as ativam e elas proliferam e secretam citocinas, incluindo

interleucina 2 e interferon-y (Ferrara e Reddy, 2006).

Por dltimo, fagécitos mononucleares e neutréfilos causam inflamacgdo, através
da producdo de mediadores como lipopolissacarideos que exsudam através de danos na
mucosa intestinal durante a fase 1. Assim, a etiofisiologia da DECH aguda culmina na
terceira fase com a geracdo de multiplos fatores de injuria citotoxicos aos orgaos alvo,
incluindo varias citocinas inflamatdrias, linfocitos T citotoxicos e células natural killer

especificas contra o receptor. (Ferrara e Reddy, 2006).

Os o6rgdos alvo primdrios s@o: a pele, figado e trato gastro-intestinal. Com
base na observacdo clinica destes 6rgaos é possivel graduar a DECH aguda entre 0 a IV
segundo o acometimento destes 6rgdos. Os graus I ou II estdo associados com menor
morbidade e mortalidade, enquanto o grau IV leva, em quase 100% dos casos ao 6bito

(Woo et al, 1997).

1.1.2- Doenca do enxerto contra o hospedeiro cronica

A DECH cronica € definida como aquela que ocorre apds 100 dias do
transplante de medula 6ssea. Quando evolui da DECH aguda é chamada de progressiva,
quando ha a cura da DECH aguda e ent@o ocorre a DECH cronica é chamada de quiescente
e, finalmente, quando ndo € precedida pela DECH aguda é chamada de novo (Sullivan et

al., 1981).

A doencga do enxerto contra o hospedeiro cronica tem um efeito significante na

qualidade de vida e na mortalidade tardia dos pacientes que sdo tratados com o TMO
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(Greinix et al.,2007), ela € a principal causa de morbidade e mortalidade nao relacionada a

recaida do paciente a doenca de base (Nagler e Nagler, 2004).

Clinicamente, a mais comum classificacdo ainda em uso estratifica a DECHc
em localizada e extensa (Quadro 1). Ela € baseada num estudo clinico e patoldgico de 20
pacientes, publicado hd mais de duas décadas (Shulman et al., 1980). Pacientes que
desenvolvem a forma localizada da doenga apresentam curso favordvel sem tratamento; ja
os pacientes que desenvolvem a forma extensa apresentam uma histéria natural ndo

favordvel sendo necessdrio tratamento imunossupressor sist€émico (Sullivan et al, 1980).

Quadro 1. Classificacdo clinica da DECHc

DECHc Limitada

Ocorréncia de um ou ambos o0s eventos:
1. Acometimento localizado da pele

2. Disfunc¢do hepatica devida a DECHc

DECHc Extensa

Ocorréncia do evento:
1. Acometimento generalizado de pele ou:
2. Acometimento localizado da pele e/ou disfuncio hepética devida a DECHc mais:

a. Histologia do figado mostrando hepatite cronica agressiva, pontes de necrose ou
cirrose; ou
b. Acometimento dos olhos; ou

c. Acometimento das glandulas salivares menores ou mucosa oral demonstrada por
bidpsia; ou
d. Acometimento de qualquer outro 6rgdo alvo

A DECH cronica mimetiza doengas auto-imunes atingindo multiplos 6rgaos e
suas manifestacdes clinicas sdo polimorficas com variagdes de gravidade e curso clinico

(Greinix et al, 2007).
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Alguns estudos demonstraram associagdo entre a DECHc e prejuizos a
qualidade de vida e prejuizos da condi¢do geral do paciente (Chiodi et al, 2000; Kiss et al,
2002; Fraser et al, 2006), e ainda a relacdo entre a gravidade da DECHc e o aumento da
mortalidade relacionada ao seu tratamento. Pacientes com DECHc limitada, de baixa
gravidade tém apresentado sobrevida igual ou maior quando comparados aos pacientes que
ndo a desenvolveram. Isto se deve ao efeito anti-tumor da DECHc limitada, bem como ao
fato de que estes pacientes niao necessitam de tratamento sist€émico ou, pelo menos, nao
necessitam de tratamento de longa duragdo, o qual representa um fator agravante (Lee et al,

2002).

Os primeiros 6rgaos a serem afetados pela DECHc sdo a pele, figado, boca e o
trato gastrointestinal. Outros 6rgdos também podem ser acometidos, como o intestino
delgado, pulmdes, musculos e serosas (Nakamura et al, 1996; Jacobson et al, 2001; Flowers

et al, 2002; Treister et al, 2005; Schaffer, 2006).

A alo-reatividade é a base da patogénese da DECH crénica. Células T alo-
reativas maduras derivadas do doador, que foram transplantadas com as células tronco t€ém

papel importante na DECH aguda e também na cronica (Horwitz e Sullivan, 2006).

Histologicamente, de forma geral, é observado aumento na deposicdo de

coldgeno nos 6rgaos alvo e drea de infiltracdo de linfécitos T (Shulman et al., 1978).

Muitos pacientes com DECH cronica tém evidéncia de desregulacdo de células
B com alta prevaléncia de anticorpos para varios antigenos de superficie celular e

intracelular, porém o papel destes anticorpos ndo € claro (Quaranta et al., 1999).
a) Fatores de risco para a DECH cronica

Apesar da melhora da prevencdo da DECH aguda, ndo houve concomitante

diminuic¢do da incidéncia da forma crdnica.

A taxa de desenvolvimento da DECH cronica tem aumentado devido as
alteracOes na pratica clinica do TMO alogénico, a saber: 1- tratamento de pacientes cada

vez mais velhos, com o TMO; 2- utilizagdo de doadores ndo aparentados, ou aparentados
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com HLA ndo idéntico; 3- a infus@o de linfécitos para tratamento de recidivas de doencgas
onco-hematoldgicas; ou 4- apés TMO “mini-alo” e finalmente 5- transplantes alogé€nicos
com células precursoras periféricas (Vogelsang, 2001; Remberger et al., 2002; Baird e

Pavletic, 2006; Teshima et al, 2008).

As taxas de incidéncia da DECHc relatadas variam de 6% a 80% segundo as

diversas condicoOes descritas acima (Greinix et al, 2007).

Entre pacientes que receberam medula HLA idéntico e que sobreviveram além
de 150 dias pés-transplante, Sullivan et al. (1991) relata probabilidade de desenvolvimento
de DECH cronica de 13% em criancas com menos de 10 anos, 28% em adolescentes entre
10 a 19 anos e 42 a 46% em adultos acima de 20 anos. Nagler R. e Nagler A. (2004)
relatam variacdo de 25 a 45% na incidéncia de DECHc apés TMO com doadores

aparentados e um aumento para 40 a 70% em transplantes ndo aparentados.

Quanto a origem de células hematopoiéticas pode também haver diferenca no
risco de desenvolvimento de DECH cronica. Células obtidas do sangue do cordao umbilical
estdo associadas a baixa taxa de DECH cronica (Thomson et al, 2000). No transplante
alogénico de células tronco do sangue periférico hd controvérsias quanto ao risco
aumentado da ocorréncia de DECH cronica. Alguns estudos relatam incidéncia maior e de
mais dificil controle (Storek et al, 1997; Flowers et al., 2002). Por outro lado existem
também estudos que comparam o uso do enxerto de células periféricas com medula dssea e

mostram que nao hd diferenga nas taxas de DECH cronica (Bensinger et al, 2001).
b) Doenca do enxerto contra o hospedeiro cronica oral

O acometimento da cavidade bucal varia de 56% a mais de 70%, sendo que
100% dos pacientes que desenvolveram DECHc apresentam alteracOes histoldgicas das
glandulas salivares menores (GSM) e 77% da mucosa oral (Soares et al, 2005). Os sintomas
bucais apresentam-se em aproximadamente 80% dos pacientes na forma extensa da DECHc
(Sullivan et al.1981). As alteracOes orais t€m sido descritas como sendo um dos primeiros

sinais a serem observados no desenvolvimento da DECHc e ainda, em comparagdo com
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outros 6rgdos afetados , ser o local que melhor reflete o status da doenca (Nakamura et al,

1996 e Nakhleh et al., 1989).

O acometimento oral inclui a mucosa e as glandulas salivares. Clinicamente,
podem ser observados atrofia, eritema com evolucd@o para ulceragdes, mucoceles, mucosites
e lesdes liquendides da mucosa bucal associados a sintomas como boca seca, maior
sensibilidade a alimentos 4cidos ou condimentados e crescente dor (Figuras 1, 2, 3 e

4)(Schubert et al., 1984; Woo et al, 1997).

Figura 1: DECHc: mucoceles e ulceragdes em palato duro.
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Figura 2. DECHc liquenéide em dorso e ventre de lingua.
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Figura 3. DECHc liquendide atréfica em lingua com lesdes ulceradas em mucosa do dorso
e borda lingual.

Figura 4. DECHc liquen6ide em mucosa jugal
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As alteragdes da mucosa incluem atrofia epitelial, corpos apoptéticos,
degeneracdo hidrdpica das células basais e infiltrado linfocitario subepitelial, o qual pode
ser esparso devido ao uso de drogas imunossupressoras (Sale et al., 1981; Nakhleh et

al.,1989; Hiroki et al, 1994; Woo et al, 1997).

Os achados histologicos tipicos na DECH cronica das glandulas salivares
consistem no infiltrado linfocitario difuso e periductal, alteracdes estas similares aquelas
encontradas em pacientes com sindrome de Sjogren (Nakamura et al., 1996). Sado
observados infiltracdo linfocitica ou linfoplasmociticas, ambas intralobulares e periductais,
ductos excretores maiores com danos celulares mais pronunciados e até necrose do epitélio
ductal, resultando entdo na obstrucdo e finalmente dano acinar e fibrose intersticial (Sale et
al., 1981; Nakhleh et al., 1989; Hiroki et al, 1994). O infiltrado linfocitdrio de glandulas
salivares menores €, principalmente de células T CD3", com leve predominio de células

CD8" sobre as CD4" (Hiroki et al., 1994; Soares et al, 2005)

Alteracdes inflamatdrias periductais tém sido vistas também em outros 6rgaos
exdcrinos tais como pancreas e glandulas lacrimais (Sale et al, 1981). Conforme
anteriormente mencionado, na DECHc, as células linféides enxertadas formam uma
resposta imune contra antigenos teciduais do receptor, esta resposta imune € primariamente
contra os antigenos do complexo de histocompatibilidade que sdo ricamente expressos no

epitélio ductal, caracterizando os danos observados nestas estruturas (Lamey et al, 2004).

O acometimento da cavidade bucal é freqlientemente a fonte primdria de
morbidade e de significante impacto na qualidade de vida do paciente (Treister et al, 2008).
A diminui¢do do fluxo salivar leva a caries dentais, infeccdes graves por Candida sp.
Adicionalmente, processos de esclerose cutanea (vinculados a DECHc) podem restringir
gravemente a abertura bucal. A dor oral e sensibilidade a muitos alimentos e bebidas sdao
comuns € ndo estdo limitadas a pacientes com ulceracdes. Estes desconfortos estdo
intimamente ligados a dificuldade na fala e a degluticdo com conseqiiente perda de peso

destes pacientes com acometimento oral (Imanguli et al, 2006).

7

Atualmente no Departamento de Anatomia Patolégica da UNICAMP ¢

empregada, para o diagndstico da DECHc, em glandulas salivares menores, a classificacao
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proposta por Horn et al. em 1995. Trata-se de um sistema de graduacdo histoldégica que
busca definir critérios para o diagndstico da DECHc, bem como refletir o estigio da
doenca. Baseia-se no grau de infiltragdo linfocitica, valorizando a destrui¢do acinar e
conseqiiente fibrose intersticial. Os graus histolégicos variam de 1 a 4 (Quadro 2) (Horn et
al, 1995); nas Figuras 5, 6, 7 e 8 sdo vistos cortes histologicos de glandulas salivares

menores que ilustram os achados dos diferentes graus da classificacao de Horn et al.

Quadro 2. Graduagao histolégica da DECHc da glandula salivar, de acordo com Horn et

al.

Grau Achados Histolégicos

1 Inflamag@o intersticial suave.
Destrui¢do acinar leve, dilatacdo ductal, metaplasia escamosa, acumulo de

2 muco, fibrose leve, proliferacdo de células ductais, infiltrado linfocitico
periductal, acimulo mucoso.

3 Infiltrado linfocitico intersticial marcado, destrui¢do difusa de ductos e 4cinos.

4 Perda praticamente completa de &cinos, dilatacdo ductal marcada, fibrose
intersticial com ou sem inflamacdo.

Recentemente houve a formagdo de grupos de trabalho para o desenvolvimento
de um projeto de consenso em critérios para diagndstico clinico da doenca do enxerto
contra o hospedeiro. Estes grupos publicaram trabalhos nos quais foram discutidos temas
como o diagndstico histopatoldgico, biomarcadores, critérios de resposta, cuidados de
suporte e avaliacdo clinica na tentativa de promover a uniformizacdo dos critérios de
diagnoéstico e avaliacdo da DECHc (Filipovich et al, 2005; Couriel et al, 2006; Martin et al,
2006; Pavletic et al, 2006b; Schultz et al, 2006; Shulman et al, 2006).

Shulman et al (2006), propds uma nova classificacio, apenas para o diagndstico
histopatoldgico de diversos orgdos acometidos pela DECHc. Nas GSMs sdo empregados

parametros dicotdomicos (Quadro 3) que contemplam os achados histoldgicos ilustrados nas
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Figuras de 9 a 16. Os critérios minimos para o diagndstico sdo presenca de linfécitos

periductais, linfécitos em exocitose em ductos ou 4cinos e fibrose periductal. O diagndstico

final inclui as seguintes categorias: sem DECH, possivel DECH, consistente com DECH e

DECH conforme esta disposto na Quadro 4.

Quadro 3. Critérios histoldgicos para avaliacdo de glandulas Salivares menores segundo

Shulman et al.

Sim

Niao

Sim

Niao

Linfécitos periductais APENAS
em exocitose no ducto

Infiltrado crénico misto
periductal

Linfécitos (apenas) ao redor e
migrando para os acinos

Células apoptdticas em
ductos/acinos

Fibrose periductal

Degeneracdo acinar/ fibrose
intersticial/ ectasia ductal

Metaplasia Oncocitica (apenas
em criancas)

Perda da polaridade das
células do epitélio ductal

Quadro 4. Categorias para o diagnéstico final de acordo com Shulman et al.

Categoria

Definicao

0  Sem DECH

1 Possivel DECH

3 DECH

2 Consistente com DECH

Nenhuma evidéncia para DECH

Evidéncias para DECH, mas com
outras possiveis explicacdes

Evidéncia clara de DECH com fatores
mitigantes

Evidéncia contundente de DECH e
nenhum outro comentario necessario
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1.2- Justificativa do trabalho

Apesar de bem conhecida a magnitude do problema determinado pela DECHc,
houve poucas mudangas nos indices de morbidade e mortalidade associados a ela na tltima
década. Existem algumas razOes para isto e, certamente, uma delas ¢ o entendimento
incompleto da biologia da DECHc e a falta de um sistema de classificacdo adequado e bem
validado que permita definir o estdgio da doenca e avaliar sua resposta ao tratamento

(Fraser e Baker, 2007).

A bidpsia da mucosa do labio inferior tem se mostrado de grande valor para o
diagnostico para a DECHc (Nakamura et al, 1996; Schubert e Sullivan, 1990; Nicolatou-
Galatis et al, 2001). Jacobson et al (2001) demonstraram ainda que a bidpsia é fundamental
na confirmac¢do do diagndstico clinico do paciente j4 que muitos sintomas clinicos da
DECHc sao similares aos de outras doencas. Isso diminui as chances de tratamento

desnecessdrio e, portanto, diminui também a morbidade causada por ele.
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1. Objetivo Geral

Nosso objetivo foi avaliar o significado biolégico dos critérios e
graus/diagndsticos de dois sistemas de classificacdo para glandulas salivares menores em
pacientes que desenvolveram a doengca do enxerto contra o hospedeiro cronica apos
transplante de medula dssea, o primeiro, proposto por Horn et al, 1995 e o segundo

proposto por Shulman et al, 2006.

2. Objetivos especificos

e (Correlacionar os graus obtidos na classificacdo de Horn com os
diagnosticos de Shulman.

e Correlacionar o diagndstico final obtido em cada uma das classificagdes
com a sobrevida dos pacientes e a forma clinica (localizada ou extensa)
da doenca.

e Correlacionar cada um dos critérios histologicos que compde as duas

classificacdes com a sobrevida e forma clinica da doencga.
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38






Este estudo é uma andlise retrospectiva de pacientes que foram tratados com

transplante de medula éssea no periodo de 1994 até 2006.

Os arquivos da unidade de transplante de medula 6ssea da UNICAMP foram
pesquisados e através deles foram obtidos os registros de todos os pacientes que, neste
periodo de doze anos foram tratados com o TMO alogénico totalizando 364 pacientes.
Todos estes pacientes receberam enxertos HLA idénticos, de doadores aparentados e
sistema ABO compativel. Foram selecionados 245 pacientes que desenvolveram DECH
cronica oral e de quem haviam sido coletadas bidpsias do 14bio inferior para a confirmagao

do diagndstico, destes, 132 pacientes tinham bidpsias com GSM representadas.

Os blocos de parafina contendo o material de bidpsia foram recuperados dos
arquivos do Departamento de Anatomia Patolégica da UNICAMP. Os pacientes cujos
blocos nao foram localizados ou que niao continham material suficiente para as andlises das
glandulas salivares menores foram excluidos do estudo. Ao final da selecdo, do total de 132

pacientes, participaram do estudo 65 pacientes com 65 amostras.

As bidpsias foram realizadas na data em que a doenga foi clinicamente
diagnosticada. Elas foram obtidas do ldbio inferior a 10mm da comissura labial e a 10 mm
do foérnice vestibular ou no local com sinais clinicos da DECHc. Sob anestesia local
infiltrativa, foi usado punch n°® 4 (Stieffel, Alemanha). Este material foi fixado em solugédo
de formol tamponado a 10% e encaminhado ao Departamento de Anatomia Patoldgica da

UNICAMP.

Os dados clinicos dos pacientes em estudo estdo discriminados na Tabela 1 do

Apéndice.
3.1- Estudo histolégico

As amostras foram coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e Tricrodmio de
Masson, examinadas de forma cega e independente por dois observadores e o resultado de
consenso foi considerado para andlise estatistica. Cada uma das laminas coradas com H&E
foram examinadas de acordo com a graduacdo de Horn et al. (Quadro 2) para glandulas

salivares (as Figuras 5, 6, 7, e 8 trazem os achados que caracterizam cada um dos graus da
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forma como foram considerados na avaliacdo), e apds, segundo a classificacdo de Shulman
et al. para GSM (Quadros 3 e 4). Os achados histoldgicos observados nas Figuras de 9 a 16
correspondem aos achados que caracterizam cada um dos critérios descritos no Quadro 3,

da forma como foram considerados na avaliagao.

Figura 5. Corte histolégico de glandulas salivar menor (paciente 41) que ilustra a
classificacdo de Horn et al.grau 1.
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Figua 7. Cort histoléico d glandula salivar menor que ilustra a classificgﬁo de Horn
et al.grau 3.
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Figura 8. Corte histologico de glandulas sahvar menor (pa01ente 54) que ilustra a
classificacdo de Horn et al.grau 4.

Figura 9: Corte histolégico de glandula salivar menor (paciente 61) onde € possivel
observar infiltrado inflamatdrio misto periductal e, na seta, linfocitos migrando no ducto.
(H&E, aumento original x400)
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Figura 10: Corte histolégico de glandula salivar menor (paciente 63) onde € possivel
observar linfocitos migrando para os 4cinos (seta). (H&E, aumento original x400).

Figura 11: Corte histolégico de glandula salivar menor (paciente 47) onde € possivel
observar fibrose periductal indicada pela seta. (H&E, aumento original x100).
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Figura 12: Corte histologlco de glandula salivar menor onde é possivel observar
metaplasia oncocitica (H&E, aumento original x400).

Figura 13: Corte histolégico de glandula salivar menor (pacwnte 63) onde é possivel
observar infiltrado inflamatério cronico misto (H&E, aumento original x400).
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Figura 14: Corte histologico de glandula salivar menor onde é possivel observar células
apoptoticas no epitélio ductal (H&E, aumento original x400).

Figura 15: Corte histolégico de glandula salivar menor onde € possivel notar a auséncia de
acinos, dilatacdo ductal e fibrose intersticial (H&E, aumento original x100).
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Figura 16: Corte histologico de glandula salivar menor (paciente 22) onde é possivel
observar a perda da polaridade das células ductais (H&E, aumento original x400).

Para comparacdo entre os resultados obtidos a partir de cada uma das
classificacdes foi realizada a associagdo a seguir, grau “0” com “sem DECH”, grau “1” com
“possivel DECH”, grau 2, 3 e 4 com “Provavel DECH” e “DECH”. Foi considerado que o
grau “0” de Horn representa auséncia de alteracdes histoldgicas compativeis com DECHc,
o grau “1” representa diagndstico suspeito para DECHc e que os graus “2, 3 e 47
representam diagndstico positivo para DECHc segundo as alteragdes histolégicas que sdo

descritas na classificagdo de Horn. Esta associacdo pode ser melhor entendida na Tabela 2.
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Tabela 2. Associacdo do diagndstico obtido a partir das classificagdes de Horn

et al. e Shulman et al.

Graus de Horn Classificaciao de Shulman
0 = DECHc negativa —— Sem DECHc
1 = Suspeito para DECHc — Possivel DECHc
2 = Compativel com DECHc — Provavel DECHc

3 e 4 = Positivo para DECHc —— DECHc

As laminas coradas com tricromio de Masson foram empregadas para a
avaliacdo morfométrica dos ductos. As imagens dos l6bulos glandulares de cada uma das
amostras foram capturadas com uma camara digital (Power Shot A630, Canon) conectada
ao microscopio Nikon Eclipse E200 sob as objetivas de 4x e 10x. O numero de campos
capturados variou com o tamanho da amostra. Assim, foram fotografados tantos campos
quantos foram necessdrios para que todos os ductos que estavam contidos na amostra
pudessem ser analisados. As imagens arquivadas foram analisadas com o auxilio de um
programa de andlise de imagem (Imagelab, 2000). A somatodria das dreas da luz dos ductos

(Figura 17) e a area lobular total (Figura 18) (convertidas em pum) foram mensuradas.
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Figura 17: Corte histoloégico de glandula salivar menor (paciente 15) corada pelo
Tricromio de Masson: sele¢do da luz dos ductos através do uso do software Imagelab 2000.
(aumento original x100).

Figura 18. Corte histologico de glandula salivar menor (paciente 15) corada pelo
Tricromio de Masson: sele¢do dos 16bulos glandulares através do uso do software Imagelab
2000. (aumento original x40).
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3.2- Estudo imuno-histoquimico

Cortes histolégicos (4 pm de espessura) foram obtidos a partir dos blocos de
parafina contendo a amostra, desparafinados em xilol e re-hidratados. A reacdo imuno-
histoquimica foi realizada com o método polimérico. O anticorpo primario usado foi o anti
antigeno leucocitdrio comum (anti CD45), monoclonal (Dako Cytomation/ DAKO),
dilui¢do 1:50. O calor imido foi usado para recuperacdo antigénica e o polimero EnVision
(DAKO) foi usado para a reacdo de amplificacdo. Todas as reagdes correram em conjunto
com os controles positivos e negativos apropriados. A reacdo foi revelada com a 3,3-
diaminobenzidina-HC1 (DAB) (Sigma) e contracorado com hematoxilina. As laminas

insatisfatorias para andlise foram excluidas e o processo repetido.

As células marcadas com o anticorpo anti-CD45 foram quantificadas através da
contagem direta em microscopio 6tico com objetiva de 40x. Foi determinado o nimero de
células imuno-marcadas na espessura do epitélio ductal. Foram avaliados todos os ductos
de todos os Iébulos glandulares existentes em cada amostra. Assim, ao final da andlise de
cada lamina foi obtido o nimero total de ductos presente na amostra, o nimero de ductos
que apresentavam linfocitos em exocitose e o nimero de linfécitos em exocitose em cada

um dos ductos (Figura 19).
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Figura 19: Corte histolégico de glandula salivar menor (paciente 49) imuno-marcada pelo
CD45. A seta mostra a presenga de linfocitos imuno-marcados na regido peri-ductal e
migrando no epitélio ductal. (aumento original x400).

O estudo estatistico se iniciou com a andlise descritiva. Foram identificados os
fatores que seriam passiveis de comparagdo, no que concerne aos resultados obtidos ao
diagndstico com os critérios histolégicos. Graficos como Boxplot foram empregados para

ilustrar o comportamento das varidveis continuas nos grupos com e sem a DECH cronica.

Com a aplicacdo da correlagdo Spearman/Pearson, identificaram-se as varidveis
que poderiam exercer alguma influéncia (positiva ou ndo e importante ou niao) de uma

sobre a outra, independente do tempo.

O teste Mann-Whitney foi aplicado para as varidveis continuas (idade, nimero
de linfécitos, de ductos, valor absoluto de ductos com exocitose, porcentagem de ductos
com exocitose, etc), sendo avaliados dois grupos: os que desenvolveram e os que ndo
desenvolveram a DECH crdnica extensa. Para as varidveis categdricas aplicou-se o teste de
Fisher ou y* sendo que as varidveis mais importantes foram os critérios histolégicos
(degeneracdo acinar/fibrose intersticial / ectasia ductal, dilatacdo ductal) e os critérios de

Horn, também considerando o evento da DECH cronica.
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O método Kaplan-Meier, aliado ao teste do Log-Rank (que possibilita analisar a
influéncia das varidveis no decorrer do tempo), foi utilizado para a andlise da sobrevida
global. A partir da identificacdo das varidveis significativas aplicou-se a andlise de Cox
univariada e multivariada (stepwise forward Wald) buscando avaliar as varidveis que se

confirmariam ou ndo como significativas no decorrer do tempo.

Pacientes e Métodos

52






As caracteristicas clinicas de nossa amostra estdo demonstradas na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes da amostra.

* Jdade em anos.

Variaveis N =65

Idade, mediana (variagcdo) * 36 (12-59)
Sexo, N (%)

Masculino 39 (60)

Feminino 26 (40)
Doenca, N (%) **

LLA 8(12)

LMC 37 (57)

SMD 2(3)

LMA 11 (17)

AA 6(9)

HPN 1(2)
Estdgio da doenca, N (%)

Precoce 45 (69)

Tardia 13 (20)

Nao maligna 7(11)
Enxerto, N (%)

Medula 6ssea 37 (57)

Sangue periférico 28 (43)
Extensdo da DECHc, N (%)

Extensa 56 (86)

Localizada 9 (14)
Seguimento, mediana (variagdo) *** 68 (4- 120)
Situagdo, N (%)

Obito 22 (34)

Vivo 43 (66)
Causa do 6bito, N (%)

DECH cronico 9 (41)

Outras causas 10 (45)

Outras causas com DECH ativo 3(14)

** LLA: leucemia linféide aguda; LMC: leucemia mieldide cronica; SMD: sindrome
mielodispldasica; LMA: leucemia mieléide aguda; AA: anemia aplastica, HPN:
hemoglobindria paroxistica noturna.

*** Tempo de seguimento em meses.
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4.1- Classificacao de Shulman et al.:

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo das amostras segundo a classifica¢do

de Shulman et al podem ser observados na tabela 4 do Apéndice.

Nao foi observada correlagdo entre o diagndstico histopatolégico (final) de
Shulman et al. e a classificacdo clinica da DECHc. Contudo, quando os diferentes critérios
histologicos que compdem esta classificacdo foram analisados, separadamente, sob o teste
de Fisher ou chi-quadrado, o critério “degeneracdo acinar/ fibrose intersticial/ ectasia
ductal” era diferente, significantemente, entre os pacientes que desenvolveram e 0s que nao
desenvolveram DECHc extensa (p = 0,03). Entretanto, quando a andlise multivariada de
Cox foi aplicada associando este critério com o critério “linfocitos periductais com

exocitose no ducto” a influéncia nao foi confirmada.

A andlise dos resultados através do método Kaplan-Meier, usando o teste Log-
Rank mostrou influéncia negativa significante do critério histologico “linfécitos periductais
com exocitose no ducto” na sobrevida global do paciente (p = 0,007), conforme
demonstrado no Gréafico 1. A andlise univariada de Cox confirmou esta influéncia, a saber:
0s pacientes que apresentaram positividade para o critério “linfécitos periductais com
exocitose no ducto” mostraram aumento do risco relativo de ocorrer o evento 6bito em 5,74

vezes (p = 0,01; IC95%: 1,33 — 24,6).

Este mesmo critério mostrou ter influéncia na ocorréncia da DECHc
aumentando em 1,8 vezes o risco relativo do seu desenvolvimento (p= 0,05; IC95%: 0,995

—3,37) na analise univariada de Cox.
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Grafico 1. Sobrevida global em relagdo a positividade ou ndo do critério
“linfécitos periductais com exocitose no ducto”.
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Na avaliacdo objetiva do critério “linfécitos periductais com exocitose no
ducto” através da contagem direta dos ductos com exocitose, foi verificado que nido ha
diferenga significativa do numero de ductos com exocitose entre os pacientes que

desenvolveram e ndo desenvolveram DECHc extensa.

Foram comparados entre si o critério subjetivo e o resultado objetivo, e foi
encontrada correlacdo entre eles, ou seja, o critério subjetivo “linfécitos periductais com

exocitose no ducto” tem correlagdo com a contagem do ndmero de ductos com exocitose

(p = 0,004) (Grafico 2).
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Grafico 2. Relacdo entre o nimero de ductos com exocitose (contagem
objetiva) e o critério subjetivo (presente ou ndo) “linfécitos periductais com exocitose nos

ductos”.
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Nao foi observada diferenca significante entre o nimero de ductos com
exocitose e a sobrevida global. Contudo, analisando a distribuicdo do nimero de ductos
com exocitose em relacido a situacdo final (vivo ou morto) dos pacientes (Gréfico 3), foi
observado que aqueles que permaneceram vivos apresentaram menor nimero de ductos
com exocitose e que, os pacientes que foram a 6bito, apresentaram maior numero de ductos
com exocitose. No grafico podemos verificar também a presenca de outliers, ou seja,
pontos extremos que estdo fora do intervalo de confianca e que provavelmente interferiram
na significincia deste critério. Assim, € provdvel que, se for analisado um nimero maior de

pacientes, a diferenca estatistica mostre-se significante.
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Griafico 3. Relacdo entre a situacdo final dos pacientes com DECHc e o niimero

de ductos com exocitose de linfocitos.
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Situacio final

Quando consideramos a drea dos ductos (AD) em relacdo a drea lobular total
(ALT) e correlacionamos com a % de ductos com exocitose (%DE) através da operacao
AD X %DE / ALT verificamos que independente do tamanho da amostra analisada, a
porcentagem de ductos acometidos tem variacao desprezivel, ou seja, o volume da amostra

ndo altera os resultados.

4.2- Classificacao de Horn et al.:

ApOs a avaliacdo das amostras, segundo a classificacdo de Horn et al, cada um

dos casos foi graduado (resultados podem ser observados na Tabela 5 do Apéndice).
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Quanto a classificacio de Horn, foi observada correlagcdo entre o critério

“infiltrado linfocitico periductal” e a extencdo da DECHc (p = 0,04).

Nao foi observada correlagdo entre o critério “dilatacdao ductal” e a extensdo da

DECHCc (correlagdo de Pearson).

Por fim, foi encontrada correlacdo significante entre os graus histologicos
obtidos através da classificacio de Horn e os diagndsticos histopatoldgicos finais da
classificacdo de Shulman et al. (r = 87%, p = 0,0001). A distribuicdo dos diagndsticos
auferidos nas amostras avaliadas, segundo cada uma das classificacdes € apresentada na

Tabela 6.

Tabela 6. Distribui¢do do diagndstico obtido através das classificacdes de Horn

e Shulman.

HORN SHULMAN
Classificacdo

N % N %
Negativo 9 13,8 8 12,3
Grau 1/ Suspeito 16 24,6 16 24,6
Grau 2/ Provavel 12 18,5 6 9,2
Grau 3 e 4/ Positivo 28 43,1 35 53,8

Resultados

59






O diagndstico preciso da DECH € essencial para a condugdo apropriada do
tratamento, que requer o conhecimento de critérios minimos clinico-patolégicos. Para o
estabelecimento de um sistema de classificacdo histolégica funcional, cada grau ou

categoria de diagndstico deve se correlacionar com parametros clinicos.

O exame histopatologico das GSMs € importante na abordagem do paciente
com DECHc oral. Nakamura et al.(1996) observaram que as alteragdes histolégicas da
GSM e mucosa oral sdo as mais fidedignas para refletir o status da DECHc; suas alteragoes
podem ter valor preditivo no reconhecimento precoce da manifestacdio de DECHc em
outros orgdos. Correa et al. (1999) demonstraram que o acometimento das GSM e mucosa

oral pela DECHc pode estar associado a sobrevida menor dos pacientes.

Alguns critérios histologicos foram relatados como significantes para o
diagnéstico da DECHc oral, tais como o infiltrado linfocitico, danos ao epitélio ductal e aos
dcinos e presenca de fibrose (Sale GE 1981, Nakhleh RE 1989, Hiroki et al, 1994).
Baseados nestes trabalhos, Horn et al. (1995) e Shulman et al (2006) propuseram dois
sistemas de classificacdo que, além de contemplar os principais achados histolégicos para o
diagnéstico da DECHc, também buscavam determinar a gravidade dos danos causados as

GSMs (Horn) .

Quando aplicada a classificacdo de Horn et al., foi demonstrado que a GSM
revela com maior freqiiéncia a agressdo linfocitdria da DECHc que a mucosa bucal, a
gravidade crescente dos seus graus pode estar associada a menor sobrevida (Correa, 1999) e
estes graus mostram correlagdo com o diagnéstico da DECHc (Alborguetti et al, 2005).
Todos os pacientes com DECHc apresentam alteracdes histologicas das glandulas salivares

labiais (Alborghetti et al. 2005, Soares et al. 2005).

A andlise das categorias diagndsticas de Shulman et al. nos nossos pacientes
com DECHc, nenhuma correlacdo clinica ou prognodstica pode ser demonstrada. Mas o

estudo de cada critério, separadamente, revelou alguns resultados significantes.

Um importante achado foi o infiltrado inflamatério linfocitario peri-ductal.
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Na classificagdo de Shulman foi encontrada correlacdo estatistica entre o
critério “linfécitos periductais com exocitose no ducto” e a sobrevida; através do teste Log-
Rank, método de Kaplan-Meier (Grafico 1) foi encontrada significante influéncia deste
critério na sobrevida (p = 0,007), a qual foi confirmada pela andlise univariada de Cox, com
risco relativo de 5,74 (p = 0,01). Embora o intervalo de confianca seja grande, é possivel
inferir que a presenga de linfécitos periductais com exocitose nos ductos conduz a um

aumento no risco de obito.

Na classificacdo de Horn, o critério “infiltrado linfocitico periductal” mostrou
correlagdo com a forma clinica localizada ou extensa da DECHc (p = 0,004). Este resultado
alinha-se ao relatado por Nakamura et al. (1996) que observaram correlagdo entre a
intensidade dos achados histolégicos em outros 6rgaos e a presenca de infiltrado linfocitico

periductal nas GSMs.

Alguns achados histoldgicos, a saber, degeneracdo acinar, fibrose intersticial e
dilatacdo ductal estdo presentes em ambas as classificagdes. Shulman et al apresenta estes
achados num tnico parametro (“degeneracdo acinar/ fibrose intersticial/ ectasia ductal”),
enquanto que, na classificacdo de Horn, estes achados sdo avaliados individualmente.
Empregando a classificacdo de Shulman, foi encontrada diferenca estatistica comparando
pacientes que desenvolveram DECHc extensa com aqueles que ndo a desenvolveram.
Aplicando o teste multivariado de Cox, esta influéncia ndo foi confirmada, talvez pelo

numero insuficiente de casos ou de tempo de seguimento.

Dilatacdo ductal na classificacdo de Horn et al, ndo mostrou correlagdo com a
forma clinica da DECHc (correlagdo de Pearson). Este achado tem sido considerado como
um dos critérios para diagndstico histolégico da DECHc (Nakamura 1996, GE Sale 1981,
Horn 1995, Nakhleh RE 1989). Entretanto esta alteracdo pode ser apenas conseqiiéncia da
atrofia decorrente do regime de condicionamento, enquanto que o critério “linfécitos
periductais com exocitose no ducto” estd provavelmente, relacionado ndo apenas ao
diagnostico da DECHc em GSM, mas também a gravidade sistémica da doenga. Soares et
al. (2005) apresentaram resultados que suportam nossa suposi¢do; em seu trabalho, ndo foi
encontrada diferenca significante quanto a presenca de dilatacdo ductal, comparando-se

pacientes que ndo desenvolveram DECHc com aqueles que desenvolveram.
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Alborguetti et al (2005) relataram que varidveis graus de fibrose sdo observados
em pacientes que nido desenvolveram DECHc, sugerindo que esta alteracdo niao é um
achado exclusivo da doenca. Destruicdo acinar e fibrose intersticial, observadas através da
classificacio de Horn, ndo mostraram correlacio com o progndstico nem com as
manifestacdes clinicas destes pacientes. Talvez, estes achados sejam compartilhados com
outras condi¢des que ndo a DECHc mas, quando avaliados em conjunto com a dilatagao
ductal como proposto na classificacdo de Shulman, reflitam a parcela de contribui¢do ao

diagnéstico de DECHc.

A observagdo de que ha correlagdo entre a contagem objetiva de ductos com
linfécitos em exocitose e a positividade para o critério subjetivo “linfécitos periductais com
exocitose nos ductos” (p = 0,004) permite inferir que a observagdo subjetiva deste achado,
conforme proposta por Shulman, pode ser considerada confidvel. Ademais, a comparacdo
entre o numero de ductos com exocitose em pacientes que desenvolveram DECHc extensa
e aqueles que ndo desenvolveram, ndao mostrou significancia estatistica. Tais resultados

sugerem que este achado deve ter importancia clinica qualitativa e ndo quantitativa.

A andlise digital da 4rea relativa dos ductos, foi encontrado que,
independentemente do tamanho da amostra de GSM biopsiada, a porcentagem de ductos
com linfécitos em exocitose apresentou variacdo minima. Uma das limitagdes ao
diagnéstico da DECHc pelo exame histopatoldgico apresentadas por Shulman et al. (2006),
€, justamente, a variacdo do tamanho das amostras nas bidpsias orais, que poderia interferir
no diagnéstico diferencial entre a DECHc em atividade e as alteracdes pré-existentes.
Assim, segundo os nossos resultados, podemos sugerir que a ampla variagdo no volume das
amostras obtidas ndo influencia os resultados, permitindo abordagem menos invasiva a
obtencdo das bidpsias labiais nestes pacientes ja debilitados pelas co-morbidades e

imunossupressao.

Foi encontrada correlag@o alta entre os graus de Horn e os diagndsticos finais
de Shulman (R = 87%, p = 0,0001). O que é, de certa forma esperado, afinal ambas as
classificacdes incluem os achados mais importantes para o diagnéstico da DECHc em
GSM. No entanto, existem substanciais diferencgas entre elas. A classificacdo de Horn et al.

visa caracterizar o diagndstico de DECHc em si (grau 1 apenas suspeito para DECHc e
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graus 2 a 4 com elementos que permitem o diagnostico da doenca). Adicionalmente,
estratifica o conjunto dos achados de acordo com a intensidade de acometimento da
glandula, o que pode acrescentar elementos que interferem com a reprodutibilidade do
método. No entanto, Alborguetti et al. (2005) verificaram intima relacdo dos graus de Horn
com o diagndstico de DECHc. No nosso trabalho, a capacidade diagndstica das duas
classificacdes ndo foi testada, uma vez que sé foram estudadas as glandulas de pacientes

com sinais clinicos bem caracteristicos de DECHc oral (xerostomia e suas complicagdes).

Para aplicar a classificagdo de Shulman et al., os diferentes critérios devem ser
avaliados como presentes ou ausentes o que, provavelmente, reduz a variagdo de resultados
obtidos por diferentes observadores. Contudo, ndo sdo fornecidas instrugdes precisas a
respeito de quais e quantos dos critérios avaliados devem estar presentes para as categorias
de diagndstico (“Sem DECH”, “Possivel DECH”, “Provdvel DECH” e “DECH”). Embora
ndo tenha sido encontrada correlacio estatistica entre a classificac@o final de Shulman et al.
e o prognostico do paciente, deve-se considerar que alguns dos parametros que compdem a
classificagio mostraram importancia significante. E possivel que, 2 medida que os critérios
mais significantes para o diagndstico sejam validados por trabalhos, mais precisa passe a
ser a distribui¢c@o das quatro categorias de diagndstico e, entdo, seja encontrada relacdo com

0 progndstico.
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Foi observada correlagdo positiva entre os graus obtidos pela classificacdo de Horn
e os diagndsticos finais de Shulman.

Nao foi encontrada correlacdo entre o diagnéstico obtido através da classificacio de
Shulman et al. e a sobrevida ou a forma clinica da DECHc; da mesma forma nao
houve correlacdo entre os graus de Horn et al. e a sobrevida ou forma clinica da
DECHc.

Quanto a significancia prognoéstica dos critérios histolégicos empregados nas
classificacdes de Horn e Shulman, observou-se que:

A presenga do critério “linfécitos periductais com exocitose no ducto” se
correlacionou com a queda da sobrevida global do paciente.

A presenga do achado “degeneracdo acinar/ fibrose intersticial/ dilatacdo ductal”
mostrou influéncia no desenvolvimento da forma extensa da DECHc.

A presenga do critério “infiltrado linfocitico periductal” se correlacionou com o

desenvolvimento da forma extensa da DECHc.
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8.1- Tabela 1. Caracteristicas clinicas.

n° Paciente  DBx Sexo Idade Doenca* Enxerto DECHc Tempo de Situacio final Causa do 6bito
seguimento**

1 215 F 14 LLA MO Ext 23 6bito DECHc

2 1074 M 19 LLA MO Ext 167 vivo

3 642 M 46 LMC MO Ext 29 o6bito DECHc

4 1447 M 48 SMD SP Ext 147 vivo

5 690 F 41 LMC Sp Ext 153 vivo

6 103 M 23 LMA MO Ext 9 6bito Outras + DECHc
7 125 M 48 LMC Sp Loc 66 6bito Outras

8 111 M 16 LMC Sp Ext 24 6bito Outras + DECHc
9 294 M 37 LLA MO Loc 134 vivo

10 1666 M 36 LMC MO Ext 144 vivo

11 112 M 38 SMD MO Ext 9 6bito DECHc

12 733 F 43 LMC SP Ext 138 vivo

13 320 M 17 LMC MO Ext 128 vivo

14 78 F 21 AA MO Loc 137 vivo

15 223 M 21 AA MO Ext 134 vivo

16 60 M 42 LMC MO Ext 4 6bito DECHc

17 521 M 29 LMC Sp Ext 124 vivo

18 300 F 21 LMC SP Ext 126 vivo

19 140 F 29 LMC Sp Ext 120 vivo
20 123 F 43 LMC Sp Ext 4 6bito DECHc
21 146 M 27 HPN SP Ext 117 vivo
22 217 M 44 LMC MO Ext 24 6bito Outras
23 1681 F 42 LMC Sp Ext 110 vivo
24 588 F 43 LMC SP Ext 106 vivo
25 140 F 12 LMC MO Ext 112 vivo
26 106 F 25 LMC SP Ext 103 vivo
27 120 M 24 LMC MO Ext 101 vivo
28 392 M 59 LMC MO Ext 96 vivo
29 109 M 31 LLA Sp Ext 9 6bito Outras + DECHc
30 446 M 22 LMC MO Ext 102 vivo
31 285 M 34 LMC MO Ext 12 o6bito Outras
32 202 M 41 LMC SP Loc 98 vivo
33 103 F 24 LMC MO Ext 99 vivo
34 124 M 37 LMC MO Loc 93 vivo
35 721 M 32 LMC Sp Ext 51 6bito DECHc
36 124 F 30 LMC SP Ext 85 vivo
37 517 M 20 LMA MO Ext 34 6bito Outras + DECHc
38 1093 M 26 AA MO Ext 80 vivo
39 225 F 25 AA MO Ext 18 6bito Outras
40 263 F 45 AA MO Ext 28 6bito DECHc
41 162 F 15 LLA Sp Ext 8 6bito DECHc
42 77 M 41 LMC MO Ext 78 vivo
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Continuagdo da Tabela 1. Caracteristicas clinicas.

Tempo de

n° Paciente  DBx Sexo Idade Doenca* Enxerto DECHc seguimento®* Situacao final Causa do 6bito

43 161 M 40 LMA SP Ext 15 6bito Outras
44 200 M 36 LMC MO Ext 73 vivo

45 308 M 43 LMA SP Ext 75 vivo

46 123 F 47 LMA MO Ext 69 vivo

47 359 M 14 LMA SP Ext 72 vivo

48 148 F 26 AA MO Loc 68 vivo

49 223 M 36 LMA MO Ext 73 vivo

50 96 F 45 LMC MO Loc 71 vivo

51 826 M 19 LLA SP Ext 64 vivo

52 230 F 42 LMC MO Ext 61 vivo

53 708 M 43 LMC MO Ext 63 vivo

54 537 M 37 LLA SP Ext 60 vivo

55 82 M 47 LMC MO Ext 23 6bito DECHc
56 221 M 31 LMC MO Loc 59 vivo

57 602 F 54 LMC SP Ext 23 6bito Outras
58 439 F 39 LMA SP Ext 32 vivo

59 130 M 32 LMA SP Ext 53 vivo

60 147 F 52 LMC SP Ext 50 vivo

61 193 M 43 LMA MO Loc 40 vivo

62 110 F 48 LMC MO Ext 13 6bito Outras + DECHc
63 247 M 31 LLA Sp Ext 9 6bito Outras
64 292 F 28 LMA Sp Ext 21 6bito

65 90 F 44 LMC MO Ext 30 vivo

DBx: dia (p6s TMO) da coleta da bidpsia; Enxerto: tipo de enxerto, SP: sangue periférico,
MO: medula 6ssea; DECHc: classificacdo clinica da DECHc, Loc: localizada, Ext:
Extensa; *LLA: leucemia linféide aguda; LMC: leucemia mieldide cronica; SMD:
sindrome mielodispldsica; LMA: leucemia mieléide aguda; AA: anemia apléstica, HPN:
hemoglobindria paroxistica noturna. **Tempo de seguimento em meses.

Apéndice
78



8.2- Tabela 4: Avaliacdo das amostras segundo a classificagao de Shulman et al.

Des ac/ fib/

n° Paciente Exo duc Inf ¢ peri Exo ac Apopt Fib peri cct duc Met onc Polar Diag final
1 1 1 1 0 1 1 0 1 3
2 1 1 0 0 1 1 0 1 3
3 1 1 0 1 1 1 1 1 3
4 1 1 1 1 1 1 0 1 3
5 0 0 1 0 0 1 1 1 1
6 1 1 1 1 0 0 0 1 3
7 1 1 1 1 1 1 0 1 3
8 1 1 0 1 0 1 0 1 3
9 1 1 1 1 1 1 0 1 3
10 1 1 1 0 1 1 0 1 1
11 0 0 0 0 0 1 0 1 1
12 0 1 0 0 1 1 0 1 1
13 0 0 1 0 0 0 0 1 1
14 0 1 0 0 0 0 0 1 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 1 1 0 0 1 0
17 0 1 0 0 0 1 1 1 1
18 1 1 1 1 1 1 1 1 3
19 0 0 0 0 0 0 0 1 0
20 1 1 1 0 1 1 0 1 3
21 1 0 1 0 0 0 0 0 0
22 1 1 1 0 1 1 0 1 3
23 0 1 0 1 1 1 1 1 3
24 0 0 1 0 1 1 0 1 3
25 0 1 1 0 0 0 0 0 2
26 0 0 1 0 0 0 0 1 1
27 0 0 1 0 0 0 1 0 0
28 1 1 1 0 1 1 1 1 3
29 1 1 0 0 1 0 1 0 0
30 0 1 1 0 0 1 1 1 1
31 1 1 1 1 0 1 0 1 2
32 0 1 1 0 1 1 0 1 3
33 1 1 1 0 0 1 1 1 3
34 1 1 1 0 0 0 0 0 1
35 1 1 0 0 1 1 0 1 3
36 1 1 1 0 0 1 1 1 1
37 1 1 1 0 1 1 0 1 3
38 1 1 1 0 0 0 0 0 2
39 1 1 1 0 0 1 0 0 0
40 1 1 0 0 1 1 1 1 1
41 1 1 1 0 0 1 0 0 1
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Continuagdo da Tabela 4. Avaliacdo das amostras segundo a classificagdo de Shulman et
al.

Des ac/ fib/

n° Paciente Exo duc Inf ¢ peri Exo ac Apopt Fib peri cct duc Met onc Polar Diag final
42 0 1 1 0 1 1 1 1 1
43 1 1 1 0 1 1 0 1 3
44 1 1 1 1 1 1 1 1 3
45 1 1 1 1 1 1 0 1 3
46 1 1 1 1 1 1 0 1 3
47 1 1 1 1 1 1 0 1 3
48 0 1 1 0 0 1 0 0 1
49 1 1 1 0 1 1 0 1 3
50 0 1 0 0 0 0 0 1 1
51 1 1 0 1 1 0 0 0 2
52 1 1 1 1 1 1 0 1 3
53 1 1 1 1 1 1 1 1 3
54 1 1 1 1 1 1 0 1 3
55 1 1 1 1 1 1 0 1 3
56 1 1 1 0 1 1 0 1 3
57 1 1 1 1 1 1 1 1 3
58 1 1 1 1 1 1 0 1 3
59 0 1 0 0 0 0 1 0 1
60 1 1 1 1 1 1 0 1 3
61 1 1 1 1 1 1 0 1 3
62 1 1 1 1 1 1 0 1 3
63 1 1 1 1 1 1 0 1 3
64 1 1 1 1 1 1 1 1 2
65 0 1 1 1 1 1 0 1 2

Exo duc: Linfécitos periductais em exocitose no ducto, Inf ¢ peri: Infiltrado crénico misto
periductal, Exo ac: Linfécitos ao redor e migrando para os 4cinos, Apopt: Células
apoptodticas em ductos/acinos, Fib peri: Fibrose periductal, Des ac/ fib/ ect duc:
Degeneragdo acinar/ fibrose intersticial/ ectasia ductal, Met onc: Metaplasia oncocitica (em
criangas), Polar: Perda da polaridade das células do epitélio ductal; O: ausente, 1: presente;
Diag final: Diagndstico final, 0: negativo, 1: possivel DECHc, 2: consistente com DECHc,
3: positivo para DECHc.
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Avaliacd@o das amostras segundo a classificacdo de Horn et al.

8.3- Tabela 5

Inf int Inf peri Des ac Dil duc Fib Met esc Desduc Pcelduc  Ac muc Grau

ne
Paciente

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40

41
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Continuagdo da Tabela 5. Avaliacdo das amostras segundo a classificagdo de Horn et al.

ne

Paciente Inf int Inf peri Des ac Dil duc Fib Met esc Desduc Pcelduc  Acmuc Grau
42 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1
43 1 0 2 2 2 0 0 1 1 3
44 1 1 1 1 1 0 0 0 1 3
45 1 1 2 1 2 0 0 1 1 3
46 1 1 2 2 2 0 0 1 1 3
47 1 1 2 1 2 0 0 0 1 3
48 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1
49 2 1 1 1 2 0 0 0 1 3
50 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1
51 1 1 0 0 0 0 0 0 1 2
52 1 1 2 2 2 0 0 0 1 4
53 1 1 2 0 1 0 0 0 1 3
54 1 1 3 2 2 0 0 1 1 4
55 2 1 2 2 2 1 0 0 1 3
56 2 1 2 1 2 0 0 0 1 3
57 1 1 2 1 2 0 0 0 1 3
58 1 1 3 0 2 0 1 1 1 4
59 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1
60 2 1 2 0 1 0 0 0 1 3
61 2 1 1 0 1 0 0 0 1 3
62 2 1 2 0 1 0 0 0 1 3
63 2 1 1 0 1 0 0 0 1 3
64 1 1 1 0 1 0 0 0 1 3
65 2 1 2 0 2 0 0 0 1 3

Inf int: Inflamacdo intersticial, O: ausente, 1: suave, 2: marcada; Inf peri: Infiltrado
linfocitico periductal, O: ausente, 1: presente; Dés ac: Destruicao acinar, 0: ausente, 1: leve,
2: difusa; Dil duc: Dilatacdo ductal, O: ausente, 1: suave, 2: marcada; Fib: Fibrose
intersticial O: ausente, 1: suave, 2: marcada; Met esc: Metaplasia escamosa, 0: ausente, 1:
presente; Des duc: Destruicio de células ductais, 0: ausente, 1: presente; P cel duc:
Proliferagdo das células ductais, O: ausente, 1: presente; Ac muc: Acumulo mucoso, 0:
ausente, 1: presente.
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