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RESUMO

A Doenga do Enxerto Contra o Hospedeiro Cronica —~ DECH ( Graft-versus-
host disease cronic- GVHDc) € a maior causa de morbidade e mortalidade em
pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea. As alteracdes clinicas e
histopatolégicas na cavidade oral podem preceder as manifestacdes da GVHDc
em outros 6rgaos. O objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis fatores
associados ao desenvolvimento da doenca e as diferencas histopatolégicas e
imunoistoquimicas entre as altera¢des de condicionamento e GVHDc, bem como
determinar o perfil imunofenotipico predominante das células inflamatérias na
GVHDc presentes na mucosa oral e gléndulas salivares menores. Foram
selecionadas 25 amostras de mucosa labial de pacientes que desenvolveram
GVHDc (g}upo»experimental) e 16 de pacientes que nado desenvolveram GVHDc
(grupo controle) nos arquivos do Departamento de Anatomia-Patoldgica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. As informacgdes clinicas referentes
a idade, género do receptor, doenca de base, tipo de transplante, sexo do doador,
compatibilidade do sistema HLA e ABOQO, presenca de infegbes virais,
desenvolvimento de GVHDa, 6rgdos afetados na GVHDc, foram obtidas dos
prontuarios médicos. Foram realizados cortes histoldégicos do material parafinado,
os quais foram corados para HE. Posteriormente, realizou-se estudo
imunoistoquimico do infiltrado inflamatdrio com os seguintes anticorpos. CD68,
CD45, CD 4, CD8 e CDZ20. Idade avancada dos pacientes, transplante de células-

tronco-periféricas e presenga de infecgdes virais demonstraram ser fatores de
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risco para GVHDec. Vacuolizacéo da camada basal, infiltrado linféide, exocitose,
celulas aciddfilas contraidas, clivagem focal ou separacéo entre o epitélio e o
conjuntivo sdo as alteracées histolégicas que mais diferenciam GVHDc de
alteragbes do condicionamento na mucosa oral. As alteragbes histopatoldgicas
mais comuns em glandulas salivares menores foram: infiltrado inflamatério
linfocitario moderado, fibrose intersticial e diminuicdo do nimero de ductos e
acinos. As celulas predominantes na GVHDe foram linfocitos T citotoxicos, tanto
no tecido epitelial, como no tecido conjuntivo e glandulas salivares. FEsses
resultados indicam que as principais células envolvidas na etiopatogenia da
GVHDc na mucosa oral e glandulas salivares menores s@80 os linfécitos T
citotéxicos, mas macréfagos e linfécitos auxiliares também participam da

patogenia da doenca.
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ABSTRACT

The major cause of morbidity and mortality in patients undergoing allogeneic
bone marrow transplantation is graft-versus-host disease (GVHD). The clinical and
histological manifestation of cral mucosa can precede other organ involvement in
the GVHDc.

The aim of our study was to evaluate the predictive risk factors to GVHDc,
the histological and immunohistochemical differences between patients with or
without GVHDc, as well as to evaluate the immunophenotype of the inflammatory
cells in oral mucosa and labial salivary gland. Twenty-five patients who had
GVHDc (experimental-group) and 16 patients who had not GVHDc were seected.
The data patient, gender, underlying disease, type of transplantation, donor
gender, compatibility of the system ABO and HLA, Enfec-tion diseases, previous
GVHDa, organ invoilved in the GVHDc, were obtained from the clinical records.
The slides were firstly examined in H&E. immunohistochemical analyses included
the following antibodies CD68, CD45, CD4, CD8, CD20. The age of the patients
(oldest), type of transplantation and infection disease were found risk factors to
GVHDc Hydropic degeneration of the basal cells, apoptotic bodies, lymphocytic
infiltration, and focal or total clivage between epithelial and connective tissue were
histological features that could be used to differentiate GVYHDc from chemotherapy
effects on oral mucosa. In the labial salivary giands the lymphocytic infiltration,
acinar loss and fibrosis were the main alteration. The predominant cells in GVHDc¢

were CD8 T cells in epithelium, connective tissue as much as in salivary glands.
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1 - INTRODUGAQ

O transplante de medula 6ssea (TMO) tem sido utilizado como tratamento
em diversas doencas onco-hematolégicas, tais como leucemias, linfomas, tumores
de mama e anemia aplasica (Woo et al., 1997). A doenca do enxerto contra o
hospedeiro — DECH (Graft-versus-host-disease GVHD) é a maior causa de
morbidade e mortalidade em pacientes que foram submetidos a transplante de
medula 6ssea alogénico (Galitis ef al., 2001).

A GVHDc ocorre devido a presenca de células imunocompetentes na
medula do doador que provavelmente reconhecem antigenos de
histocompatibilidade menor do hospedeiro provocando uma resposta imune
destrutiva (Eisner et al., 1995).

Duas formas de GVHD tém sido descritas: aguda (GVHDa) e cronica
(GVHDc), dependendo da época de aparecimento das manifestagdes clinicas. Na
forma aguda as manifestagées aparecem antes dos 100 dias pés-transpiante e &
caracterizada pelo envolvimento da pele, figado e trato gastrointestinal (Hasséus
et al. 2001). A forma cronica apresenta caracteristicas de autoimunidade e
imunodeficiencia, e é definida por ocorrer apos 100 dias do transplante. As
manifestagbes clinicas podem envolver varios sistemas, sendo as mais comuns
lesbGes esclerodermoéides, doenca hepatica crénica, sindrome de Sjégren-like,
xerostomia e mudancas na mucosa oral e gastrointenstinal (Nakamura et a/,,

1998).
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Na cavidade oral as alteracdes mais freqlientes sdo: eritema, atrofia da
mucosa, lesdes liquendides, disfagia, perda do paladar e alteracdo do fluxo salivar
(Woo ef al., 1997). Essas lesfes podem preceder o envolvimento da doenca em
outros orgaos, sendo por isso usadas como um método de diagnostico precoce da
doencga, auxiliando tanto na evolugao como no prognédstico (Nakamura et al,
1996).

As alteracdes histologicas observadas na mucosa oral sdo: atrofia do
epitélio com degeneracdo hidropica das células da camada basal, presenca de
corpos apoptoéticos e infiltrado linfocitico que também pode estar associado ao uso
de drogas imunossupresoras (Hiroki et al.,1994; Woo ef al.,, 19897). Nas glandulas
salivares menores as alteracdes histopatolégicas podem apresentar inicialmente
um infiltrado linfoplasmocitario ou linfocitico ao redor de ductos excretores e regiao
intralobular, seguido por destruicdo e fibrose intersticial, podendo ocorrer perda
glandular (Hiroki et al.,1994; Woo ef al., 1997).

Os estudos com anticorpos monoclonais estao permitindoe a identificacdo
das populagdes celulares envolvidas na GVHDc oral, no entanto, os resultados
nao saoc conclusivos. Alguns autores relatam a predominancia de células T, CD4
(Hasséus ef al, 2001; Mattsson ef al, 1992), enquanto que outros autores

acreditam haver um predominio de células T, CD8 (Nakamura ef al., 1996).
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2- REVISAO DA LITERATURA

O TMO tem sido utilizado como tratamento em diversas doengas onco-
hematologicas, tais como leucemias, linfomas, tumores de mama e anemia
aplasica (Woo et al., 1997). A GVHD é a maior causa de morbidade e mortalidade
em pacientes que foram submetidos a transplante de medula 6ssea alogénico
(Galitis et al., 2001).

Em 1967 vanBekkum & deVries observaram gue camundongos
transplantados com medula geneticamente nao idéntica, desenvolviam uma
doenga caracterizada por alteragées epiteliais associadas a diarréia e a alteracdes
hepaticas. Esta doenga recebeu o nome de doenga do enxerto contra o
hospedeiro. A GVHD ¢ conhecida como uma sindrome de autoimunidade e
imunodeficiéncia, onde linfocitos da medula transpiantada, reconhecem como
estranhos os antigenos do complexo de histocompatibilidade do hospedeiro,
proliferando e atacando os tecidos do receptor (Woo et al., 1887).

De acordo com a descricdo classica de Billingham (1966) a GVHD
necessita de trés eventos para a sua iniciagdo: 1) Presenca de células
imunocompetentes do doador, capazes de reconhecer como estranhos os
antigenos de histocompatibilidade do hospedeiro, 2) Diferencas geneticamente
determinadas de histocompatibilidade entre o doador e o receptor, 3) O
hospedeiro ser incapaz de reagir contra o processo desencadeado. No entanto, a
GVHD tambem pode ser observada em transplantes singénicos e autdlogos

(Rappeport et al., 1979; Thein et al., 1981), o que néo é possivel de ser explicado
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pelo postulado de Bilingham. Portanto, foi necessério acrescentar a este postulado
a hipétese do reconhecimento inapropriado dos antigenos do proprio hospedeiro,
caracterizando assim, um processo auto-imune relacionado a sindrome do enxerto
contra o hospedeiro (Martin, 1994; Vogelsang et al., 1988).

Duas formas de GVHD tém sido descritas: aguda (GVHDa) e crénica
(GVHDc), dependendo da época de aparecimento das manifestagdes clinicas. Na
forma aguda as manifestagbes aparecem antes dos 100 dias pés-transplante e &
caracterizada pelo envolvimento da pele, figado e trato gastrointestinal (Hasséus
ef al. 2001). A forma crbnica ocorre apés 100 dias do transplante, sendo
reconhecida somente a partir da década de 70, quando os pacientes submetidos
ao TMO, sobreviveram tempo suficiente para a sua manifestacao (Storb et al.,
1976).

A GVHDc pode ocorrer de 3 a 15 meses apos o TMO (Galitis ef al.,
2001), podendo se manifestar como continuagdo da forma aguda (GVHDc
progressiva), apos a resolugdo da forma aguda (quiescente), ou surgir como
primeira manifestacdo da GVHD, n3o havendo precedéncia da forma aguda
(Atkison, 1990).

A GVHDc afeta em torno de 50% dos adultos e 20% das criancas
transplantadas (Galitis et al., 2001). No entanto, esta incidéncia pode variar
bastante, dependendo do regime de condicionamento, profilaxia para GVHDc e do
grau de compatibilidade do sistema HLA entre o doador e receptor (Mattsson ef

al., 1992).
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A literatura relata como fatores de risco para a GVHDc a disparidade
entre HLA, desenvolvimento prévio de GVHD aguda, idade avangada do receptor
e do doador, doador do género feminino para receptores do género masculino,
transplante realizado através de puncao de células tronco-periféricas, uso de
radiacao corpdrea total como regime de condicionamento, e, leucemia mieldide
crénica em comparacéo com as demais doencas de base (Atkinson et al.,, 1990,
Carlens et al., 1998; Zecca et al., 2002).

A GVHDc ocorre mais frequentemente e com maior gravidade em
ambientes microbianos. Além de influéncias bacterianas, infeccdes virais,
principaimente pela familia do herpes virus, como citomegalovirus {(CMV) e virus
herpes simples (HSV), parecem ter um papel no inicio ou agravamento da GVHD
(Curtis & Caughman, 1294). Em varios estudos clinicos observou-se que, quando
o doador ou o receptbr de TMO eram soropositivos para diversas herpesviroses,
havia aumento da incidéncia de GVHD crénica e aguda (Curtis & Caughman,
1994; Bostrém et al., 1988).

As manifesta¢des clinicas da GVHDc sdo bastante variadas, podendo
ocorrer disfungdo hepatica, fibrose pulmonar, pele com lesbes liguendides ou
escleroticas, alteragcfes na mucosa gastrointestinal e mucosa oral, e redugéo no
fluxo salivar (Nakamura et al.,, 1996). De acordo com o grau de envolvimento
clinico e histopatolégico, a GVHDc foi classificada em 1980 por Shulman ef al. em

limitada e exiensa, conforme ilustrado na tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagdo da GVHDc¢ segundo Shulman et al., 1980 — Seatle

Classificacdo da GVHDc segundo ¢ grau de envolvimento clinico

GVHDc Limitada isolada ou Associada
-  pele
- disfuncdo hepatica devido a GVHD

GVHDc Extensa Isolada
- envolvimento generalizado da pele

- envolvimento localizado da pele efou disfuncdo hepética
devido a GVHD¢

Associada

- histopatologia hepatica demonstrando hepatite crénica
agressiva, cirrose e,

- envolvimento ocular e/ou

- envolvimento de glandulas salivares e/ou mucosa bucal ocu

- envelvimento de outros érgéos

Shulman ef al., 1980

Na cavidade oral as alteracdes mais frequentes sdo: eritema, atrofia da
mucosa, lesdes liquendides, disfagia, perda do paladar e alterac&o do fluxo salivar
(Redding et al., 1998; Correa, 1999; Villar, 2001) (figura 1). Dentre estas
manifestactes, a lesao liquendide € a mais comum, sendo observada em 80 a
100% dos pacientes com GVHDc oral. (Galitis ef ai., 2001).

Clinicamente, as lesbes liquendides sao caracterizadas por papulas
filiformes radiadas, brancas ou acinzentadas, aveludadas, dispostas de modo
linear, reticllar ou anelar, formando areas circunscritas, anéis e estrias na
mucosa. A forma erosiva, semelhante a do liquen plano erosivo, também pode se

manifestar na GVHDc. Justapostas as areas de atrofia, podem ser encontradas
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Ulceras, que aparecem como areas cruentas, doloridas, de tamanhos e formas
variadas (Correa, 1999; Villar 2001).

Candida, Virus Herpes Simples (HSV), Citomegalovirus (CMV) e outros
agentes infecciosos oportunistas podem freglientemente estar associados a
GVHDc oral (Le Veque et al., 1994), devido ao dano tecidual local e a terapia de
imunossupressao realizada nestes pacientes (Woo ef al., 1997).

Xerostomia tem sido relatada em aproximadamente 50% dos pacientes
com GVHDc (Schubert ef al, 1984; Hiroki et al, 1994). Entretanto, o
condicionamento atraves de irradiacao corpérea total realizada nos pacientes
submetidos ac TMO (Jones ef al, 1992; Chaushu et al, 1995), causa uma
redugao no fluxo salivar. Alguns trabalhos tém demonstrado n&o haver diferenca
na reducgao do fluxo salivar entre pacientes com e sem GVHDc, sugerindo que a
xerostomia seja apenas um efeito da guimiotoxicidade e nao uma alterégéo
causada pela GVHDc (Dens ef al, 1996). Foram relatados casos de caries
rampantes em pacientes com GVHDc¢ (Heimdahl et al., 1985; Curtis & Caughman,
1994).Contudo a associacao entre carie rampante e reducao do fluxo salivar ndo é
bem compreendida, pois a maioria dos pacientes com acentuada reducgao do fluxo
salivar ndao apresentou carie (Heimdahl ef a/., 1985).

Schubert & Sullivan, (1980) relataram a formacdo de mucoceles
superficiais como resultado do envolvimento da GVHDc em ductos das glandulas
salivares menores. Anosmia, ageusia e granuloma piogénico tambem podem

raramente aparecer na GVHDc. (Le Veque, 1990; Lee ef al., 1994).
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Figura 1 -~ GVHDc¢ com aspecto liguendide em assoalho de boca

As manifestacdes orais da GVYHDc podem clinicamente se assemelhar
a diversas doengas auto-imune, tais como liquen plano reticular e ulcerativo,
esclerose sistémica, lUpus eritematoso e Sindrome de Sjégren. Além destas, as
alteracGes bucais também podem ser confundidas com infecgdes flngicas, virais e
efeitos da quimiotoxicidade {Schubert et al., 1984).

Atuaimente, a realizagdo de exame clinico oral e bidpsia de labio tem
sido utilizadas para o diagndstico precoce de GVHDc (Galitis et af., 2001), pois as
alteragbes orais podem preceder as manifestagdes de GVHDc em diversos outros
6rgaos, como figado e pulmao (Nakamura et al., 1996).

As alteragdes histoidgicas observadas na mucosa oral sao: atrofia do

epitélio com degeneracao hidropica das células da camada basal, presenca de
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corpos apoptéticos, mucosite na interface entre o epitélio e o conjuntivo, e
infiltrado linfocitico que também pode estar vinculado ao uso de drogas
imunossupresoras (Hiroki ef al,1994; Woo ef al., 1997). Estas alteragdes
histopatologicas sdo semelhantes as encontradas no liquen plano (LP). Villar
(2001) realizou um estudo histopatolégico e imunoistoquimico para diferenciar
estas duas lesdes. Foi observado que o LP em boca pode ser diferenciado
microscopicamente da reacao liquendide da GVHDc, pois no P o infiltrado & mais
denso e em banda, enquanto que na GVHDc é difuso. As alteragdes epiteliais,
principalmente na camada basal, s&o mais intensa e evidentes na GVHDc do que
no LP, as células de Langerhans e os masidcitos estdo presentes em maior
nuameros no LP, enquanto os macréfagos s&o mais numerosos na GVHDe.

Histopatologicamente, as glandulas salivares menores podem
apresentar inicialmente um infiltrado linfoplasmocitario ou linfocitico ao redor de
ductos excretores e regido intralobular, seguido por destruicdo e fibrose
intersticial, podendo ocorrer perda glandular (Hiroki ef al.,1994; Woo et al., 1997).
Alguns autores observaram que guando as glandulas salivares e a mucosa oral de
revestimento apresentam alteracdes compativeis com GVHDe, ha uma correlagéao
de 100% com o envolvimenio sistémico da doenga (Nakhieh et al., 1989).

Horn et af, em 1985, publicaram uma proposta para classificacdo da

GVHDc oral, conforme ilustrado na tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacao histopatologica para o diagnostico de GVHDc em mucosa oral e

glandulas salivares menores segundo Horn et al, 1995.

Grau Caracteristicas Histolégicas

1 Mucosa: vacuoclizacdo da camada de células basais, moderado infiltrado
linfocitario, moderada exocitose epitelial.

Glandula Salivar: moderado infiltrado intersticial.

2 Mucosa : vacuolizacdo da camada de células basais, células epiteliais
disceratoticas, necrose de ceratindcitos com satelitose, moderado a intenso
infiltrado linfocitario na submucosa e moderada exocitose epitelial.

Glandula Salivar, moderada destruicAo acinar, dilatacdo ductal, metaplasia
escamosa, acumulo de muco, fibrose moderada, proliferagdo de céluias ductais e
infiltrado linfocitario periductal

3 Mucosa: clivagem focal entre o epitélio e o conjuntivo, intenso infiltrado linfocitario
no conjuntivo, células epiteliais disceratéticas, exocitose linfocitaria.

Glandula Salivar: intenso infiltrado linfocitario intersticial, destruicdo difusa de
ductos e acinos.

4 Mucosa: separacao total entre ¢ epitélio e o conjuntivo.

Glandula Salivar: completa perda dos acinos, ductos intensamente dilatados e

fibrose intersticial com ou sem infiltrado inflamatorio.

Horn et af, 1995

A nomenclatura Sindrome de Sjégren-like tem sido utilizada para os

casos de GVHDc associados com secura ocular e xerostomia. Entretanto, o

envolvimento glandular na GVHDc apresenta caracteristicas histolégicas bem

diferentes da Sindrome de Sjégren (SS). Um infiltrado focal periductal linfocitico €

bem caracteristico na SS, enquanto que na GVHDc o infiltrado é mais difuso. O
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infiltrado linfocitico na SS é predominantemente de linfécitos T, CD4, mas alguns
linfocitos B podem ser encontrados, a GVHDc apresenta apenas linfocitos T, com
um predominio de CD8 (Nakamura ef al., 1996).

Atualmente, estudos com anticorpos monoclonais permitiram a
identificagcéo das populagdes celulares envolvidas na GVHDc oral, principalmente
nas lesdes liquendides. No entanto, os resultados nio sao conclusivos. Alguns
autores relatam a predominancia de células T, CD4 (Hasséus et al, 2001:
Mattsson et al., 1992), enquanto que outros autores acreditam haver urmn
predominio de células T, CD8 (Nakamura ef al., 1996).

O ftratamento de GVHDc é reaiizadd atraves da administracao de
imunossupressores, tais como prednisona, azatioprina, ciclosporina e
ciclofosfamida, podendo ser usados isolados ou em combinacbes (Atkinson,
1990). Psoralen, juntamente com rakio ultravioleta A (PUVA), tem sido utilizado em
diversos centros de transplante como uma opgdo de tratamento de GVHDc de
pele e boca nos pacientes que desenvolveram resisténcia as medicacdes
imunossupresoras (Redding ef a/,, 1998). A Talidomida tem sido empregada no
tratamento de GVHDc muco-cutanea, com excelentes resultados (Rovelli et al,
1998). Bioadesivo bucal com ciclosporina também tem sido usado para as iesbes
liquendides orais, em associagdo ao tratamento imunossupressor sistémico

(Epstein et al., 1996).
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3 - JUSTIFICATIVA

A GVHDc é a maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes
transplantados de medula dssea. As alteragdes clinicas e histopatoldgicas na
cavidade oral podem preceder as manifestagbes em outros 6rgaos, podendo,
representar um método de diagnéstico precoce da doenga. Desta forma, os
achados morfolégicos que permitem o diagnostico preciso da doenca,
discriminando-a de outros processos, precisam ser bem conhecidos. Os
resultados deste trabalho poderdo nos fornecer dados para um melhor
conhecimento da doenga, contribuindo para a melhoria do prognéstico, qualidade

de vida e sobrevida do paciente.
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4 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sao:

1 — Descrever as caracteristicas clinicas dos pacientes tratados com o transplante
de medula 6ssea, verificando os possiveis fatores associados ao desenvolvimento
de GVHDc na cavidade oral,

2 — Comparar as alteracoes histopatolégicas entre os pacientes tratados com
TMO, com e sem GVHDc

3 — Estudar a expressao imunoistoquimica dos marcadores CD 68, CD 45, CD 4,
CD 8 e CD 20 no infiltrado linfocitico observado na mucosa oral e glanduias

salivares menores.
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5 -MATERIAL E METODOS

5.1 - Casuistica

No periodo de Setembro de 1993 a Setembro de 2002, foram avaliados 255
prontuarios de pacientes tratados com o TMO para doengas onco-hematoldgicas.
Em obediéncia aos critérios de inclusdao e exclusdo abaixo listados, foram
estudados 25 pacientes com GVHDc oral e 16 pacientes sem GVHDc (grupo
controle).

Todos os pacientes foram incluidos nos regimes de condicionamento e
profilaxia de GVHDc conforme o protocolo do servico de Transplante de Medula
Ossea (TMO) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas —UNICAMP,
| Todos os pacientes foram tratados da GVHDc conforme o protocolo do
Transplante de Medula Ossea (TMO) da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas ~UNICAMP.

5.2 - Critérios de Inclusao

w Pacientes que foram tratados com transplante de medula éssea
alogénica, aparentado e HLA idéntico.

w Pacientes que receberam enxertos coletados por aspiracdo da

medula 6ssea (MO) ou que receberam enxerto de células tronco-periféricas (CTP).

5.3 - Critérios de Exclusio
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o Pacientes que foram a 6bito até trés meses apés o transplante,

w Pacientes em que nao foi coletada a glandula salivar menor por
ocasido do procedimento de bidpsia para o diagnéstico de GVHDe,

w Pacientes com bidpsias cujos os blocos ndo havia quantidade
suficiente de material para realizacéo de novos cortes histologicos para exames

imunoistoguimicos.

5.4 - Avaliacao Histopatolégico

Foram realizados cortes de 5um de espessura dos tecidos emblocados em
parafina para a confecgéo de laminas coradas em H&E (hematoxilina e eosina).
Foram escolhidas somente as amostras que permitiram definir o diagnéstico da
doenca. Essas laminas foram revistas por dois examinadores (ABS e MLC) para a
confirmacao do diagndstico e classificacdo quanto ac grau histoloégico (I, II, 1H e
V), segundo os critérios de Horn (Anexo A). Quando diferentes graus de
acometimento ocorriam em um mesmo espécime, era escolhido o grau que

predominava nos espécimes.
5.5 — Avaliagao Imunoistoquimica

Foram realizados cortes de 3um de espessura dos tecidos incluidos em
parafina. Os cortes foram desparafinados em duas trocas de xilol, 30 minutos em
estufa (xilol 1} e 20 minutos em temperatura ambiente (xilol iI). A seguir os cortes

foram hidratados em solucdes decrescentes de aicool (absoluto, 90%, 70% e
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50%) e lavados em éagua comrente. A atividade da peroxidase enddgena foi
bioqueada com peroxido de hidrogénio a 3% (10 volumes) em cinco trocas de
cinco minutos. Os cortes foram entao lavados em agua corrente.

O procedimento de recuperacdo antigénica foi realizado colocando os
cortes em um recipiente com solugdo de acido citrico (pH 6,0), que foram levados
ao microondas em poténcia alta por dois ciclos de 12 minutos. Apds duas horas,
tempo necessario para que ocorra o resfriamento do liguido, os cortes foram
lavados com solugdo fosfatada tamponada (PBS: phosphate-buffered saline) e
incubados “overnight” (durante a noite) com os seguintes anticorpos primarios:
CD68 (Clone P6-M1) , CD20 (Clone L26), CD45 (Clone UHCL1), CD8 (Clone
C8/144) e CD45RO (Clone OPD 4).

Apods a incubacdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados em
PBS e incubados com o anticorpo secu-ndério por 30 minutos a 37°C.
Posteriormente os cortes foram incubados com o complexo Streptoavidina -
Biotina por mais 30 minutos. A revelagdo da reacao foi realizada usando
diaminobenzidina (DAB) por cinco minutos e os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Carazzi. Controles positivos e negativos foram incluidos em todas
as reacdes. Os controles negativos foram obtidos pela omiss&o do anticorpo
primario.

O grupo de cortes de glandulas salivares de pacientes que nao
desenvolveram GVHDc, também foi submetido as reagdes imunoistoquimicas,

com o objetivo de servir como controle de expresséo dos marcadores.
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O padréo de marcacgao imunoistoquimica foi analisado a microscopia otica e
anotado individualmente (Anexo A). A analise quantitativa das células
imunocompetentes (CD 68, Pan B, Pan T, CD4 e CD 8) foi realizada em sistema
de analise de imagem Zeiss (Kontron 400), em um aumento de 400x. O numero
de células positivas na glandula salivar foi calculado pela média aritmética da
contagem de 10 campos, ao acaso, do Iobulo mais afetado, de cada amostra. Na
mucosa oral, o epitélic e conjuntivo foram analisados separadamente. Em cada
fragmento foram escolhidas, ac acaso, cinco areas, para contagem das células

positivas.
5.6 — Avaliagao Clinica

Foram analisados os prontuarios de todos os pacientes e coletadas
informacoes referentes & idade, sexo, doenca de base, dia do TMO, tipo do
transplante alogénico, sexo do doador, compatibilidade do sistema HLA e ABO,
presenca ou ndo de infeccado pods-transplante, presenca ou nao de GVHDa e
6rgao(s) acometido(s), resultados das bidpsias do d+100 (pele e cavidade oral),
dia do diagnostico de GVHDc, extensao da GVHDc e 6rgao(s) acometidos e
tempo de sobrevida até o dia em gue a andlise foi concluida (Setembro de 2002).
Nos pacientes que evoluiram para o 6bito, ainda foraam avaliados a causa de
6bito e o tempo de sobrevida pés TMO. Todas estas informacdes foram
sumariadas nas tabelas 3, 4 e 5 (pacientes que desenvolveram GVHDc) e nas

tabelas 6 e 7 (pacientes do grupo controie).
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5.7 — Analise Estatistica
5.7.1 - Comparagéo de Proporgoes

Para a comparagéo de proporcdes entre as diversas variaveis estudadas foi
realizado o teste do qui-quadrado. Quando necessario, devido fregliéncias
esperadas menores do que cinco ou ao pequeno ntimero de amostra realizada, o

teste do qui-quadrado foi substituido pelo teste exato de Fisher.

5.7.2 - Comparagio de Médias
Para a comparacdo de médias foi realizado o teste t de Student para
amostras independentes ou teste de Student para dados pareados, conforme a

situacao.

5.7.3 —~ Associagdo entre Variaveis
As associagdes entre as diversas variaveis, foram estudadas através da

analise de correlacio simples de Pearson.

5.7.4 - Anadlise de Sobrevida

A sobrevida global, a qual corresponde ao tempo decorrido entre a data do
inicio do tratamento (transplante) e o ébito do paciente, ou, o tempo entre inicio do
tratamento e a Gitima informacao obtida, foi realizada através do método de

Kaplan-Meier complementado pelo teste de log-rank.

Para todos os testes foi adotado o nivel de 5% (p<0,05) de significancia.

37



Avaliacao Clinica, Histolégica e Imunvistoguimica de GVHDc em Mucosa Oral e Glandulas Salivares Menores

Andresa Borges Soares

Tabela 3 - Dados clinicos dos pacientes com GVHDc

20 M 41 SMD CTP Irmo (M) __ Incompativel
69 M 38 LMA MO Irméo (M) Compativel
86 M 35 LMC MO frmao (M) Compativel
100 M 20 AA MO Irma (F) Incompativel
113 M 46 MM MO irma (F) Compativel
125 F 29 LMC CTP Irméa (F) Incompativel
128 F 42 LMC CTP Irm&o (M) Incompativel
132 M 26 HPN CTP irméo (M) Compativel
136 M 44 LMC MO Irm&o (M)} Incompativel
148 F 38 LMC MO irma (F) Incompativel
152 F 43 LMC CTP Irmao (M) Compativel
153 F 43 LMC MO Irméao (M} Compativel
177 F 25 LMC CcTP irmao (M) Compativel
180 M 24 LMC MO irma (F) Compativel
203 M 54 LMC CTP irmao (M) Incompativel
209 M 41 LMC CTP Irmao (M) Compativel
217 F 24 LMC MO irma (F) Incompativel
248 F 30 LMC CTP Irmao (M) incompativel
253 M 20 LMA MO Irma (F) Incompativel
258 M 44 LMC MO irma (F) Compativel
259 F 14 LLA CTP Irma (F) Incompativel
260 M 41 LMC MO irméa (F) incompative!
261 M 43 LMC MO Irmao (M) Compativel
262 M 35 LMA MO Irma (F) Compativel
263 M 42 LMA CTP frma (F) Incompativel

M: masculino; F: feminino; SMD: Sindrome Miélo-Displasica; LMA: Leucemia
Mieldide Aguda; LMC: Leucemia Mieléide Cronica; AA: Anemia Aplasica; MM:
Mieloma Muiltiplo; HPN: Hemoglobinlria paroxistica noturna; LLA: Leucemia
Linfoblastica Aguda; CTP: células tronco periféricas; MO: medula dssea.
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Tabela 4 - Dados clinicos dos pacientes com GVHDc

gy

20 CMV. Nao — Cond Cond

69 HSV 1 Nao Cond GVHD
86 HSV 2/ HPV Nao e Cond Cond

100 HSV 2/ CMV/ HEV  Localizada Pele Cond Cond

113 HSV 2 Nao e Cond GVHD
125 HSV 2/ CMV Nao Cond Cond

128 HSV 2 Ndo = -—— GVHD GVHD
132 CMV Localizada TG! Cond Cond

136 CMV Naéo = - Cond GVHD
148 VZV Nao e Cond Cond

152 HSV Nao - Cond Cond

153 HSV 2/ VZV/ CMV Extensa  Pele/ TGl Cond Cond

177 VZVi CMV Nao e Cond GVHD
180 Nao Nao - Cond Cond
203 VZV/ CMV Nio — Cond Cond

209 Nao Nédo - Cond Cond

217 CMV Nao e Cond Cond
248 VZV Néaéo - GVHD Cond
253 CMV Nao - Cond Cond

258 HSV 2 Néo e Cond Cond
259 CMvV Nado ~meee- Cond Cond
260 CMV Nao weme- GVHD Cond

261 CMvV Ndéo = -—— Cond Cond

262 VZV Nao —— Cond Cond
263 CMV Nao —————- Cond Cond

CMV: Citomegalo Virus; HSV: Herpes Virus Humano; HPV: Papiloma Virus Humano;
VZV: Varicela Zoster Virus; TGl trato-gastro-intestinal; Cond: condicionamento.
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Tabela 5§ - Dados clinicos dos pacientes com GVHDc

86

100
113
125
128
132
136
148
152
153
177
180
203
209
217
248
253
258
259
260
261
262
263

Extensa  d+ 281 ‘Bocal pelel olho _ d+ 2818
Extensa d+ 100 Boca/ figado d+ 664
Extensa d+ 547 Boca/ figado/ pelef olho d+ 2174
Extensa d+ 226 Boca/ pele/ figado d+ 1849
Localizada d+ 167 Boca —- X Septc 229
Extensa  d+ 230 Boca/ figado d+ 1607
Extensa d+ 124 Boca/ pelef otho/ figado e X GVHD 129
Extensa d+ 263 Boca/ figado/ olho d+ 1553
Extensa d+ 100 Boca/ figado/ TGI e X Septc 728
Extensa d+ 100 Boca/ figado d+ 1309
Extensa d+220  Boca/ pele/ figado/ oiho d+ 1289
Extensa d+ 582 Boca/ pelef figado/ olho d+ 1260
Extensa d+ 100 Boca/ figado/ TG g+ 1127
Extensa d+ 241 Bocal figado d+ 850
Extensa d+ 210 Pele/ boca/ pulmao d+ 861
Extensa d+ 201 Bocal figado d+718
Extensa d+ 158 Bocal figado/ pele/ pulmdo  d+ 874
Extensa d+ 224 Boca/ figado/ pele d+ 550
Extensa d+ 179 Boca/ pele/ figado d+ 550
Extensa d+ 249 Boca/ peie/ olho d+ 440
Extensa d+ 346 Boca/ pelef figado -— X GVHD 256
Localizada d+ 100 Boca d+ 418
Localizada d+1006 Boca d+ 1115
Extensa d+ 248 Boca/ pele/ figado d+ 250
Extensa d+ 350 Boca/ figado/ olhos/rins d+ 368

TGI: trato-gastro-intestinal, Septe: septicemia.
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Tabela 6 - Dados clinicos dos pacientes do grupo controle

BT F 34 LMA MO Imao (M)  Incompativel
18 M 28 AA MO Irma (F) Compativel
27 M 32 AA MO irmao (M) Compativel
53 F 10 AA MO irméo (M) Incompativel
79 F 30 LMC MO Irmao (M) Incompativel
o6 M 7 ABD MO Irma (F) Compativel
104 F 48 MM MO irméao (M) Compativel
122 F 25 LmMC MO Irma (F) Compativel
138 M 16 LLA MO Irméo (M) incompativel
145 M 7 LLA CTP irma (F) Compativel
157 F 18 LMC MO Irmé (F) Incompativel
169 M 43 LMC MO Irméo (M) Compativel
179 M 36 LMA MO Irmac (M) Compativel

210 M 17 LMC MO Irmao (M) Incompativel
228 M 29 LMC MO Irméo (M) incompativel
232 F 32 LMC CTP Irmao (M) Incompativel

F: feminino; M: masculino; LMA; Leucemia Mieldide Aguda; AA: Anemia Aplasica; LMC:
Leucemia Mieidide Cronica; ABD: Anemia Blackfound Diamond; MM: Mieloma Multiplo;
LLA: lLeucemia Linfobiastica Aguda; CTP: células tronco periféricas; MO: Medula
Ossea.
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Tabela 7 - Dados clinicos dos pacientes do grupo controle

Cohdic

4+1812

Nao

19 VZV Nao - Condic Condic Nao  d+2862
27 Néo Nao e Condic Condic Nao  d+1975
53 Nao Nao o Condic Condic Nao  d+2240
79 Nao Nao e Condic Condic Ndo  d+2104
96 Nao Nao S Condic Condic Nido  d+1943
104 VZV/HSV2  Nao - Condic Condic Nao  d+1908
122 Nao Nao —mee Condic Condic Naoc  d+1566
138 HSV 2 Nao e Condic Condic Nao d+1244
145 Nao Sim Pele Condic Condic Nao  d+1264
157 HSV 2 Nao -— Condic Condic Nao  d+1205
169 CMV Nao —-— Condic Condic Nao  d+1055
179 CMvV Nao e Condic Condic Nao  d+1037
210 CMvV Nzo o Condic  Condic Nao d+823
228 Nao Nao = Condic Condic Nao  d+635
232 VZv Sim TGl Condic Condic Nao d+861

VZV: Varicela Zoster Virus; HSV: Herpes Virus Humano; CMV: Citomegalo Virus; TGH
trato-gastro-intestinal; Cond: Condicionamento.
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6 — RESULTADOS
6.1 - Resultados Clinicos

6.1.1 — Género dos Pacientes

No grupo-experimental, dos 25 pacientes que desenvolveram GVHDc, 16
(64%) eram do género masculino € nove (36%) do género feminino, enquanto que,
no grupo-controle, nove (566%) eram do género masculino e sete (44%) do género
feminino (Tabela 8 e Figura 2). Nao houve diferenca estatisticamente significante

entre ambos 0s grupos de estudos.

6.1.2 — Género dos Doadores

Nao houve diferencas estatisticas significantes entre os géneros dos
doadores. No gr—upo—experimental, 12 (48%) eram do género masculino e 13 (52%)
do género feminino. No grupo-controle, 11 (69%) eram do género masculino e

cinco (31%) do género feminino (Tabela 9 e Figura 3).

6.1.3 — Idade dos Pacientes

A idade dos pacientes, no momento do transplante, variou, no grupo-
experimental, de 14 a 54 anos, com uma media de 35 anos. No grupo-controle , a
idade variou de 7 a 48 anos, com uma média de 26 anos (Tabela 10 e Figura 4).
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados, sendo
que, no grupo-controle, os pacientes apresentaram uma idade média menor do

que no grupo-experimental (p< 0,05).
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Tabela 8 - Distribuicdo do género dos pacientes nos grupos controle e

experimental.

Grupo-controle

Masculino 9 56
Feminino 44
Grupo-experimental
Masculino 16 64
Feminino 36
16-
14
12 OControle

Numero de pacientes
®

Masculino Feminino

Género dos pacientes

B Experimental

Figura 2 — Numero de pacientes de acordo com ¢ género masculino e feminino.
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Tabela 09 - Distribui¢do género do doador no grupo-controle e no grupo-

experimental.

Grup-cnrle
Masculino 11 69
Feminino 5 31

Grupo-experimental

Masculino 12 48
Feminino 13 52

- 13

14 12
8 1247 e
3 10-
Q
8 8 I Controle
b 6. @ Experimental
o
[1}] .
g ¢
Z 21

0-

Masculino Feminino

Género do doador

Figura 3 — Género do doador no grupo-controle e no grupo-experimental.
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Tabela 10 — Distribuicdo dos pacientes quanto a idade nos grupos controle e

experimental.

oo A, e

Grupo-controle

oH 10 3 19
11420 3 19
21 H 30 4 25
31 H 40 4 25
41 H 50 2 12
Grupo-experimental
oH 10 0 0
1120 3 12
21H 30 6 24
31 H4o0 4 16
41 H 50 11 44
51 H60 1 4
Comparagao pelo teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
12-
10-
8_
LIControle

B Experimental

Numero de Pacientes
@

Décadas de vida

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste t de Student para amosiras

independentes (p< 0,05),

Figura 4 — Distribuicdo dos pacientes do grupo-controle e grupo-experimental de

acordo com a década de vida.
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6.1.4 — Tipo de Transplante

Dos 25 transplantes realizados no grupo-experimental, 14 (56%) foram
realizados por aspiracdo de células da medula dssea e 11 (44%) obtidos por
aspiracao de células tronco periféricas (CTP). No grupo-controle, 14 (87%) foram
realizados por aspiracdo de ceélulas da medula e, somente dois (13%), por
aspiragao de celulas tronco periféricas (Tabela 11 e Figura 5). Quando esses
dados foram cruzados, observou-se uma diferenca estatisticamente significante
entre os dois tipos de transplantes, sendo que nos pacientes que receberam
transplante através de CTP foi observado um maior nimero de casos de GVHDc

(p<0,05).

6.1.5 — Compatibilidade do Sistema ABO

Nao se observou diferenca estatisticamente signiﬁcan;ze, quando analisada
a compatibilidade do sistema ABO, pois, aproximadamente, metade dos pacientes
era sistema ABO compativel com o seu doador, enquanto que a ouira metade era
incompativel com o seu doador, tanto no grupo-experimentai como no grupo-

controle (Tabela 12 e Figura 6).

6.1.6 — Doeng¢a de Base

Nao houve diferencas estatisticamente significantes enfre o grupo-
experimental e o grupo-controle em relagdo a doenca de base que acometia os
pacientes. No grupo-experimental, as doencas de base foram: 16 LMC (64%), 4

LMA (16%), 1 AA (4%), 1 LLA (4%), 1 MM (4%), 1 SMD (4%) e 1 HPN (4%)
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(Tabela 13 e Figura 8). No grupo-controle as doencas de base foram: 7 LMC
(43%), 3 AA (19%), 2 LMA (13%), 2 LLA (13%), 1 MM (6%) e 1 ABD (6%) (Tabela

13 e Figura 7).

Tabela 11 - Distribuicdo dos pacientes no grupo-controle e grupo-experimental

guanto ao tipo de transplante realizado.

MO 14 87

CTP 2 13
Grupo-experimental

MO 14 56

CTP 11 44

Comparacéo pelo teste do qui-quadrado, p< 0,05

[dControle
B Experimental

&N
&
C
@
8
o 8
[
T B
o
o 4
=
. 2

0

MO CTP
Tipo de TMO

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste do qui-quadrado {p< 0,005).

Figura 5 — Numero de pacientes quanto ao tipo de transplante realizado no grupo-

controle e no grupo-experimental.
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Tabela 12 - Compatibilidade do Sistema ABO nos grupos controle e experimental.

Grupo-controle

Compativel 8 50
Incompativel 8 50

Grupo-experimental

Compativel 12 48
Incompativel 13 52

14+
o 124
2
& 10+
k)
S 8 U Controle
g 64 : raﬁxperimentai
2
@
E 4
e
2 2

0..

Compativel Incompativel
Sistema ABO

Figura 6 — Numero de pacientes em relagédo a compatibilidade do sistema ABO no

grupo-controle e no grupo-experimental.
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Tabela 13 - Ndmero de pacientes em relacédo a doenca de base no grupo-controle

€ No grupo-experimental.

Grupo-controle

LMC
AA
LMA
LLA
MM
ABD

Grupo-experimental

LMC
LMA
AA
LLA
MM
SMD
HPN

43
19
13
13

- =MW

o O N o)
R - e N

SMD: Sindrome Miélo-Displasica; LMA: Leucemia Mieldide Aguda; LMC: Leucemia
Mieldide Cronica; AA: Anemia Aplasica; MM: Mieloma Multiplo; HPN: Hemoglobinuria
paroxistica noturna; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; CTP: células tronco periféricas;
MO: medula 6ssea; ABD: Anemia Blackfound Diamond

Nimero de pacientes

16

El Experimental

O Controle

LMC LMA AA

| o g
LLA MM ABD SMD HPN
Doenca de base

Figui‘é 7 -‘Ni}m_ero de pacientes quanto & doenga de base.
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6.1.7 — Presenca Prévia de GVHDa

A presencga prévia de GVHDa nao demonstrou ser um fator prognéstico
para o desenvolvimento de GVHDc, pois ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre o grupo-experimental e o grupo-controle. No grupo-
experimental, apenas 3 pacientes (12%) desenvolveram GVHDa (Tabela 14 e
Figura 8), sendo um caso envolvendo a pele (33%), um caso envolvendo o TGl
(33%) e um caso acometendo tanto a pele quanto o TGl (34%) (Tabela 15 e
Figura 9). No grupo-controle, dois pacientes (13%) desenvolveram GVHDa
(Tabela 14 e Figura 8), sendo um caso em pele (50%) e um em TGl (50%) (Tabela

15 e Figura 9).

6.1.8 — Presenca de Infecgbes Virais

A presenca ou auséncia de infecgdes virais foi um fator estatisticamente
significante para o desenvolvimento de GVHDc, (p< 0,01). No grupo-experimental,
23 pacientes (92%) tiveram algum tipo de infecgdo viral; ja no grupo-controle, oito
pacientes (50%) tiveram infecgbes. No entanto, o tipo de infecgdo nao foi um fator
significante para o desenvolvimento de GVHDc, ndc havendo diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo-experimental e o grupo-controle. Em
ambos os grupos, a infeccdo mais freqilente foi CMV, seguida pelo HSV e VZV

(Tabelas 16 e 17 e Figuras 10 e 11).
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Tabela 14 — Numero de pacientes quanto & freqiiéncia de GVHDa no grupo-

controle e grupo-experimental.

Sim 2 13
Nao 14 87
Grupo-experimental
Sim 3 12
Nao 22 88
25 22
[7¢]
0 i
= 20
2
é 15-/ [iControle
K i Experimental
o 104
:
. - 3
2 5
0..
GVHDa Sem GVHDa

Presenca ou auséncia de GVHDa

Figura 8 — Numero de pacientes guanto a presenca e auséncia de GVHDa no

grupo-controle e no grupo-experimental.
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Tabela 15 — Relagado entre o ndmero de pacientes no grupo-coniroie e no grupo-

experimental quanto ao envolvimento de outros 6rgéos.

. Grupo-controle
Pele 1 S0
TG 1 >0
Grupo-experimental
Pele 1 33
TG 1 33
Pele/TGI 1 34

TGI: Trato Gastrointestinal

"
73 0,8+
R
g8 o6
() "3 ’
'g £ | [ 1Controle
g o 04 | B Experimental
£ ®©
3
= 0’2_

Pele TGl Pelee TGI
Orgéos acometidos pela GVHDa

Figura 9 — Relagao entre ¢ nimero de pacientes com GVHDa do grupo-controle e

grupo-experimental e envolvimento de outros orgaos.
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Tabela 16 — Numero de pacientes em relac@o ao tipo de infeccdo pés-TMO no

grupo-experimental.

Sem infeccdes 2 8
CMV 9 36
HSV 5 20
VZV 3 12
VZV/ CMV 2
HSV/ HPV 1
HSV/ CMV/ VZV 1
HSV / CMV 2
TOTAL 25 100

HSV: Herpes Simples Virus; CMV: Citomegalovirus; VZV: Varicela-Zoster Virus; HPV:
Papiloma Virus Humano '

EICMV

VZv

OHSV

B Sem infecgio

OHSV/ HPV

VZV/ CMV

OHSV/ CMV/ ZVZ
HSV/ CMV

Figura 10 — Porcentagem de pacientes em relacao ao tipo de infeccao pos-TMGC

no grupo-experimental.
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Tabela 17 - Numero de pacientes em relagdo ao tipo de infec¢des pds-TMO do

grupo-controie

8
HSV 2 12
CMV 4 24
VZV 2 12
VZV/ HSV 1 6
TOTAL 16 100

HSV: Herpes Simples Virus; CMV: citomegalovirus; VZV: Varicela-Zoster Virus

% Sem infégéées
OHSV

VZV

OVZV/ HSV

Figura 11 — Porcentagem de pacientes que apresentaram infeccao p6s-TMG no

grupo-controle.
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6.1.9 — Classificagido Clinica da Extensio da GVHDc

Dentre os 25 pacientes que desenvolveram GVHDc, 22 (88%)
apresentaram a forma extensa da doenga, e trés (12%) tiveram a forma localizada
da doenga (Tabela 18 e Figura 12). Os dérgaos mais acometidos foram boca,

figado e pele (Tabela 19 e Figura 13).

6.1.10 — Média do Dia do Diagnédstico
As lesbes em cavidade oral foram diagnosticadas entre o dia 100 e 1006

pos-transplante com uma media de 265 dias.

6.1.11 — Situagao Clinica Atual

Todos os pacientes foram acompanhados regularmente ap6s o transplante.
De acordo com a ultima informacao obtida nos prontuarios, todos os p;acéentes do
grupo-controle estavam vivos, e, no grupo-experimental, quatro (16%) evoluiram
para o obito (Tabela 20 e Figura 14). Dentre estes quatro que evoluiram para o
obito, dois deles foram devido 2 GVHDc e dois deles devido a septicemia. Esses
dados foram estatisticamente significantes (p<0,001) pois no grupo-controle
nenhum paciente evoluiu para o 6bito, indicando uma sobrevida superior ao do

grupo-experimental (Figura 15).
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Tabela 18 - Classificacfo clinica da extensao da GVHDc¢

Localizada 3 12

Extensa 22 88

TOTAL 25 100
‘Olocalizada |

Figura 12 - Porcentagem de pacientes que apresentaram GVHDc extensa e

localizada no grupo-experimental
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Tabela 19 - Relacdo entre o nimero de pacientes, do grupo-experimental,

acometidos por GVHDc e o envolvimento de 6rgaos.

Boca/ Figado 5 20
Boca/ Figado/ Pele 5 20
Boca/ Pele/ Figado/ Olho 4 16
Boca 3 12

Boca/ Pele/ Olho 2 8
Boca/ Figado/ TGl 2 8
Boca/ Figado/ Olho 1 4
Boca/ Pele/ Pulmao 1 4
Boca/ Figado/ Pele/ Pulmao 1 4
Boca/ Figado/ Olhos/ Rins 1 4
TOTAL 25 100

TGl Trato gastrointestinal

Boca

B Boca/ Figado

OBoca/ Pele/ Figado

[0 Boca/ Pele/ Figado/ Olho

i Boca/ Pele/ Olho

B Boca/ Figado/ Olho
OBoca/ Figado/ TGl

B Boca/ Pele/ Puimao

Boca/ Figado/ Pele/ Puiméo
B Boca/ Figado/ Olhos/ Rins

Figura 13 — Porcentagem de pacientes do grupo-experimental acometidos por

GVHDc e envolvimento de érgdos
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Tabela 20 — Numero de pacientes vivos e mortos no grupo-controle e grupo-

experimental.

rupo-controle

Obito 0 0

Vivo 16 100
Grupo-experimental

Obito 4 16

Vivo 21 84

Comparacéo pelo teste Kaplan —Meier e log-rank, p<0,05

25"
b

§ 20 + O Controle
_g:g i@ Experimental
S 1517
o
3 104
o
o
E 57
5
=

0..

Vivo Obito
Situacao clinica

Barras com letras distintas entre si diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Kaplan-Meier,
complementado pelo teste de leg-rank (p<0,05)

Figura 14 — Situacao clinica atual dos pacientes do grupo-controle e grupo-

experimental.
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Curva de sobrevida

(o]
o
=
o
8
a 4
2 Grupo
= cronico
0,0 : = controle
0 1000 2000 3000

Dias
Figura 15 - Curva de sobrevida dos pacientes do grupo-experimental e do grupo-

controle.
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6.2 - Resultados Histolégicos

6.2.1 - Mucosa Oral

Os achados histolégicos da mucosa oral no grupo-experimental e no grupo-
controle, demonstraram valores diferentes que foram estatisticamente significantes
para todos os critérios histopatologicos da classificacio de Horn.

Na mucosa oral do grupo-experimental, do fotal de 25 pacientes, em 22
(88%) casos a mucosa oral estava presente para analise no material da bi6psia e,
no grupo-controle, do total de 16 pacientes, em 14 (87%) casos a mucosa oral
estava presente (Tabelas 21 e 22).

A vacuolizacdo da camada basal apresentou  uma diferenca
estatisticamente significante entre o grupo-experimental e o grupo-controle, com
p < 0,01, pois no grupo-controle 13 (93%) casos nao apresentarém vacuolizagao
da camada basal. Ja no grupo-experimental, apenas seis (27%) casos nao
mostravam vacuolizacéo da camada basal (Tabelas 21 e 22 e Figuras 16 e 19).

O infiltrado linfoide estava ausente em sete (50%) dos casos no grupo-
controle. Ja no grupo-experimental, a maioria do infiltrado foi classificada como
moderado (11 casos - 50%). Houve uma diferenca estatisticamente significante
com um p< 0,01 (Tabelas 21 e 22 e Figuras 17 e 19).

Em relagdo ao grau de exocitose, foi possivel observar uma diferenca
estatisticamente significante entre o grupo-controle e o grupo-experimental. No

grupo-controle, a maioria dos casos ( oito casos — 57%) nao apresentava
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exocitose. J& no grupo-experimental, 11 casos (50%) apresentavam exocitose
moderada (Tabelas 21 e 22 e Figuras 18 e 19).

Células acidéfilas, clivagem focal e clivagem extensa entre o epitélio e o
tecido conjuntivo nao foram observadas em nenhum caso do grupo-controle
(Tabela 22). No grupo-experimental, muitos casos (10 casos - 45%)
apresentavam mucosa com nimero moderado de células acidéfilas contraidas.
Em sete (32%) pacientes, havia clivagem focal entre o epitélio e o conjuntivo e,
num paciente (5%), clivagem extensa entre o epitélio e o conjuntivo (Tabela 21 e
Figuras 20 e 21).

No grupo-experimental, dos 22 pacientes em que a mucosa estava
presente, cinco (23%) nao mostravam sinais de GVHDc na bidpsia com fins
diagnosticos. Nove (40%) apresentavam GVHDe grau ll, sete (32%) apresentavam
GVHDc grau lll € um (5%) apresentava GVHDc grau 1V (Tabela 23 e Figura 22).
No grupo-controle nao foi observado nenhum caso de GVHDc subclinico em

mucosa oral.
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Tabela 21: Caracteristicas histopatologicas do grupo-experimental mucosa oral.

Mucosa Oral Disponivel

Sim 22 88

Nao 3 12
Vacuolizagao das células basais

Ausente 6 27

Leve 6 27

Moderada 5 23

Intensa 5 23
Infiltrado inflamatoério linfocitario

Ausente 2 9

Leve 7 32

Moderado 11 50

Intenso 2 9
Exocitose epitelial

Ausente 3 50

Leve 6 27

Moderada 11 14

Intensa 2 9
Células acidofilas contraidas

Ausentes 5 23

Leve 4 18

Moderado 10 45

intenso 3 14
Clivagem focal

Ausente 15 68

Presente 7 32
Separacao entre epitélio e conjuntivo

Ausente 21 95

Presente 1 5
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Tabela 22: Caracteristicas histolégicas do grupo-controle- mucosa oral.

Mucosa Oral Disponivel

Sim 14 87

Nao 2 13
Vacuolizagio das células basais

Ausente 13 93

Leve 1 7

Moderada 0 0

Intensa 0 0
Infiltrado inflamatorio linfocitario

Ausente 7 50

Leve 6 43

Moderado 1 7

Intenso 0 o
Exocitose epitelial

Ausente 8 57

Leve 5 36

Moderada 1 7

Intensa 0 0
Células acidéfilas contraidas

Ausente 14 100

Leve 0 0

Moderado 0 0

Intenso 0 0
Clivagem focal

Ausente 14 100

Presente 0 0
Separacao entre epitélio e conjuntivo

Ausente 14 100

Presente 0 0
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14
12471
10- L (3 Controle
' B Experimental
817

b

Numero de pacientes

Ausente Leve Moderada Intensa

Vacuolizagao da camada basal

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste do qui-quadrado {p<0,01).

Figura 16 — Intensidade de vacuolizagdo da camada basal no grupo-controle e

grupo-experimental.

L)
iy

e
<

fIControle
B Experimental

Ndmero de pacientes
@

Ausente Leve Moderado intenso

infilirado linféide

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste do qui-quadrado (p<0,01).

Figura 17 - Intensidade do infilirado inflamatério no grupo-controle e grupo-

experimental,
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1 Controle

& Experimental

Numero de pacientes

Ausente Leve Moderado Intenso

Grau de exocitose

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste do qui-quadrado (p<0,01).

Figura 18 - Grau de exocitose na mucosa no grupo-controle e grupo-experimental.

Figura 19 — Corte histolégico da mucosa oral com sinais morfolégicos da GVHDc grau i,

mostrando infiltrado inflamatorio, exocitose e corpos apoptdticos com presenca de linfécitos
(H&E, 400X).
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Figura 20 - Corte histtg:co da mucosa oral com sinais morfologicos de GVHDc grau I,
mostrando infiltrado inflamatorio crénico intenso, exocitose e um inicio de clivagem focal
entre o epitélio e o conjuntivo (H&E - 400X).

Figura 21 — Corte histologico da mucosa oral com sinais morfolégicos de GVHDc grau 1V,
mostrando tecido subepitelial com intenso infiltrado inflamatério cronico e clivagem total entre
o epitélio e o conjuntivo (H&E - 400X).
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Tabela 23 - Classificagao histolégica da GVHDc em mucosa oral do grupo-

experimental.

Ausente 5 23
Grau | 0 0
Grau 9 40
Grau il 7 32
Grau Vv 1 5

DlAusente |
BGrau!
B Grau il

OGrau il
Grau IV _

Figura 22 -~ Classificacdo histoldgica da GVHDc no grupo-experimental.

68




Avaliacdo Ciinica, Histolégica e Imunoistoquimica de GVHDe em Mucosa Oral e Glandufas Salivares Menores
Andresa Borges Soares

6.2.2 - Glandulas Salivares

Na avaliagao histologica das glandulas salivares menores, tanto no grupo-
experimental como no grupo-controle, foram estudadas as alteracées segundo a
classificagéo histopatolégica de GVHDc de Horn.

O infiltrado linfoide apresentou uma diferenca estatisticamente significante
entre 0 grupo-experimental e o grupo-controle, com p < 0,01, pois no grupo-
controle 10 (63%) casos apresentaram um infiltrado linfoide do tipo leve; ja no
grupo-experimental, 15 (60%) casos apresentaram um infiltrado finfoide do tipo
moderado (Tabela 24 e 25 e Figura 23).

Houve diferenca estatistica no grau de diminuicao do nimero de ductos e
acinos salivares entre os grupos. No grupo-controle, 10 pacientes (62%) nao
apresentaram diminuicdo do ntimero dos ductos e acinos, e apenas seis pacientes
(38%) apresentaram diminuigso de grau leve (Tabela 25 e Figura 24). No grupo-
experimental, em quatro pacientes (16%) nao houve diminuicdo numérica de
ductos e 4cinos, sete (28%) mostraram diminuicao de grau leve, 13 (52%)
apresentaram diminuicdo de grau moderado e em apenas um caso (4%) houve
diminuigao intensa (Tabela 24 e Figura 24).

O grau de dilatacao ductal ndo se apresentou estatisticamente significante
na comparacao dos dois grupos (Tabelas 24 e 25 e Figura 25).

O grau de fibrose intersticial mostrou diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,05). No grupo-controle, 10 pacientes (62%) nao apresentaram nenhum grau
de fibrose intersticial e seis pacientes (38%) mostraram fibrose leve. No grupo-

experimental, seis pacientes (24%) nao apresentaram fibrose intersticial, nove
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(36%) apresentaram uma fibrose leve, nove (36%) uma fibrose moderada e um
(4%) uma fibrose intensa (Tabelas 24 e 25 e Figura 28).

No grupo-experimental, cinco (20%) pacientes foram classificados como
GVHDc grau | em glandulas salivares menores, 10 (40%) como GVHDc grau i},
oito (32%) apresentavam GVHDe¢ grau lll e dois (8%) apresentava GVHDc grau v
(Tabela 28 e Figura 25). No grupo-controle, 14 (87%) nao apresentaram sinais
histolégicos préprios a GVHDe. Contudo, dois (1 3%) mostraram alteragdes

histopatolégicas compativeis com GVHDc grau il (Tabela 28 e Figura 25).

6.2.3 — Correlagdo entre dia do diagnéstico e o grau histolégico de GVHDc
eém mucosa e glindulas salivares menores.

Houve uma correlacao estatistica (p<0,05) entre o dia de diagnostico e o
grau de envolvimento da mucosa, ou seja, quanto mais tarde o dia do diagnéstico
maior comprometimento era observado na mucosa. Nao houve nenhuma
correlagao estatistica entre o dia de diagndstico e o grau de envolvimento

histologico nas glandulas salivares.
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Tabela 24 — Caracteristicas histopatologicas de GVHDc em glandulas salivares

menores no grupo-experimental.

- — oty - —

infiltrado Inflamatério linfocitario

Ausente 0 0
Leve 9 36
Moderado 14 56
Intenso 2 8

Diminuicao do n° de acinos

Ausente 4 16
Leve 7 28
Moderada 13 52
Intensa 1 4
Dilatagado ductal
Ausente 5 20
Leve 10 40
Moderada 8 32
Intensa 2 8

Metaplasia Escamosa

Presente 2 92
Ausente 23 8
Fibrose Intersticial
Ausente 7 28
Leve 9 36
Moderada 8 32
Intensa 1 4
TOTAL 25 100
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Tabela 25 - Caracteristicas histopatiolégicas de GVHDc em giandulas salivares

menores no grupo-controle.

infitrado Inflamatério linfocitario

Ausente 5 31

Leve ' 10 63
Moderado 1 6
intenso 0 0

Diminuicdo do n° de acinos

Ausente 10 62

Leve 6 38

Moderada 0 0

l Intensa 0
Dilatagao ductal

Ausente 5 31
Leve 8 50
Moderada 3 19

Intensa 0 0

Metaplasia Escamosa

Presente 0 0
Ausente 16 100
Fibrose Intersticial
Ausente 10 62
Leve 6 38
Moderada 0 0
Intensa 0 0
TOTAL 16 100
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OControle
B8 Experimental

Namero de pacientes

Ausente Leve Moderado Intenso

Infiltrado linféide

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste do qui-guadrado (p<0,001}.

Figura 23 - Infilirado inflamatdrio nas glandulas salivares no grupo-controle e

grupo-experimental.

141

12-
107

[ Controle
& Experimental

Numero de pacientes

Ausente Leve Moderada Intensa

Diminuigao do numero de ductos ¢ acinos

Barras com letras diferentes diferem estatisticamente entre si, pelo teste do gui-quadrado (p<0,01).

Figura 24 — Grau de diminuigao do nimero de ductos e acinos no grupo-controle

e grupo-experimental.
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[ Controle
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Ndmero de pacientes
N (4]
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Ausente Leve Moderado Intenso

Grau de diltagcao ductal

Figura 25 — Grau de dilatagdo ductal no grupo-controle e grupo-experimental.

{1 Controle
& Experimental

Numero de pacientes
ik

Ausente Leve Moderado Intenso

Grau de fibrose intersticial
Barras com letras diferentes diferem estatisticamente entre si, pelo teste do qui-quadrado {p<0,05)

Figura 26 — Grau de fibrose no grupo-controle e grupo-experimental.
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Tabela 26 — Classificagao Histoldgica da GVHDc em glandulas salivares nos

grupos conirole e experimental.

S

GVHD o

controle

o
-

Ausente 14 88
Grau | 0 0
Grau li 2 12
Grau lli 0 0
Grau IV 0 0
GVHDc¢ Grupo-experimental

Ausente 0 0
Grau | 5 20
Grau | 10 40
Grau lil 8 32
Grau IV 2 8

14+

121

101
[1Controle

Bl Experimental

Ntmero de pacientes

Ausente Graul Graull Graulll GraulV

Grau histologico de GVHDc

Barras com letras diferentes diferem estatisticamentea entre si, pelo teste do gui-quadrado
{p<0,001).

Figura 27 — Grau histologico de GVHDc em glandulas salivares no grupo-controle

e grupo-experimental.

75



Awvaliagdo Clinica, HistolGgica e Imunoistoquimica de GVHDc em Mucosa Oral e Gldndulas Salivares Menores

Andresa Borges Soares

i

Figur 28 - Corte histolégicb de glandulas salivares menores com aiteragc"a morfoigicas de
GVHDc grau I, mostrandoe infiltrado inflamatdrio intersticial leve (H3E - 200X).
gras - -

. i

- ? = S " % F = 7 . L Rt g ]
Figura 29 - Corte histologico de glandulas salivares menores com alteragbes morfologicas de
GVHDc grau lll, mostrando intenso infiltrado inflamatério linfoplasmocitario com destruigdo
acinar moderada (H&E - 200X).
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S E
Figura 30 - Co

i

rte histoldgico de glandulas salivares com alteragbes morfologicas de GVHDc

grau IV, mostrando escasso infiltrado linfoplasmocitario, perda acentuada de acinos, difatacao
ductal e intensa fibrose (H&E -200X)
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3 — Resultados Imunoistoquimico

6.3.1 — Expressao dos marcadores em mucosa oral

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos na
expressao dos seguintes marcadores: CD45, CD8 e CD20 (Tabela 27).

Em relacdo ao marcador CD68, foi observada positividade em nove casos
(64%) no grupo-controle e em 21 casos (96%) no grupo-experimental, com
diferenca significante (p < 0,05) (Tabela 27).

Quanto ao marcador CD4, foi observada positividade em seis casos (43%)
no grupo-controle € em 18 casos (82%) no grupo-experimental, com diferenca

significante (p< 0,05) (Tabela 27).

6.3.2 - Expressao dos marcadores em glandulas salivares

Na amostras de glandulas salivares menores, a expressao dos marcadores
CD68, CD45, CD4, CD8 e CD20 mostrou diferenga estatisticamente significante
em ambos os grupos (Tabela 28).

Os marcadores CD68 e CD45 apresentaram um padrao de marcacéo
semelhante: em ambos os casos foram observados 10 casos (63%) de
positividade no grupo-controle e 25 casos (100%) no grupo-experimental. Esse
achado foi estatisticamente significante (p< 0,001) (Tabela 28).

Para o marcador CD4, no grupo-controle, foi observada positividade em
sete casos (44%) e , no grupo-experimental, em 25 casos (100%), havendo uma

diferenca estatisticamente significante em ambos (p< 0,001) (Tabela 28).
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Houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo-controle e o
grupo-experimental para a positividade de CD8 (p<0,001), pois no grupo-controle
seis casos (38%) apresentaram positividade e, no grupo-experimental, todos os 25
casos (100%) foram positivos (Tabela 28).

Em relacéo a expressio para CD20, foi observado que 16 casos (100%) do
grupo-controle mostraram-se negativos, enquanto que, no grupo-experimental, 14
casos (56%) foram negativos para a expressao de CD20, havendo uma diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,01) (Tabela 28).

Tabela 27 - Expresséo dos marcadores imunoistoquimicos na mucosa oral.

CDSS Positivo 9 (64%) Positivo “ 21 (96%)
Negativo 5{36%)  Negativo 1 (4%)"
CD45 Positivo 11 (79%) Positivo 20 (91%)
Negativo 3 (21%) Negativo 2 (9%)
CD4 Positivo 6 (43%)  Positivo 18 (82%)"
Negativo 8(57%)  Negativo 4 (18%)*
CD8 Positivo 9 (64%) Positivo 19 (86%)
Negativo 5 (35%) Negativo 3 (14%)
CD20 Positivo 0 Positivo 1(4%)
Negativo 14 (100%) Negativo 21 (96%)

Comparacgac pelo teste do qui-quadrade, *p< 0,05
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Tabela 28 - Expressdo dos marcadores imunoistoguimicos em glandulas

salivares.

CD68 Positivo 10 (63%)  Positivo 25 (100%)*
Negativo 6 (37%) Negativo 0*
CD45 Positivo 10 (63%)  Positivo 25 (100%)*
Negativo 6 (37%) Negativo o*
CD4 Positivo 7 (44%) Positivo 25 (100%)*
Negativo 9 (56%) Negativo 0
CcD8 Positivo 6 (37%) Positivo 25 (100%)*
Negativo 10 (63%)  Negativo 0*
CD20 Positivo 0 Positivo 11 (44%)**
Negativo 16 (100%) Negativo 14 (56%)**

Comparacé&o pelo teste do qui-quadrado, * p< 0,001, ** p< 0,01

6.3.3 — Comparacao da quantificacao dos marcadores no epitélio entre os
grupos

Houve uma diferenca estatisticamente significante (p< 0,01) entre a
quantidade de células imuno-marcadas para os anticorpos CD68, CD45 e CD8 no
epitélio, sendo que a maioria das células se encontrava no grupo-experimental
(Tabela 29 e Figura 31).

Para os marcadores CD4 e CD20 néo foram observadas diferencas

estatisticas no nimero de células imuno-marcadas (Tabela 29 e Figura 31).
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Tabela 29 - Valores das medias das contagens nos grupos controle e
experimental para os marcadores CD68, CD45, CD4, CD8 e CD20, no tecido

epitelial, conjuntivo e gléndulas salivares.

Epitélio

Conjuntivo

Glandula
CD45

Epitélio

Conjuntivo

Glanduia
Cb4

Epitélic

Conjuntivo

Glandula
cD8

Epitélio

Conjuntivo

Glandula
CD20

Epitélio

Conjuntivo

Glandula

0,90 (1,31) a
5,00 (4,98) a
4,06 (4,50) a

2,37 (2,83) a
5,36 (4,44) a
3,27 (3,70) a

0,03 (0,11) a
1,05 (2,19) a
0,57 (0.80) a

1,67 (1,88) a
2,36 (2,77) a
0,31 (0.48) a

0,00
0,00 a
0,00 a

4,15 (3,28)"*b
13,79 (8,69)*b
16,98 (9,80)*b

717 (5,97)*b
24,3 (10,43)**b
24,79 (16,23)*b

0,29 (0,78) a
5,33 (5,72)***b
5,68 (4,91)b

6,07 (5,59)*b
157 (12.7)* b
11,13 (10,36)*b

0,00
0,10 (0,3)a
0,90 (2,4) a

Valores médios seguidos por

letras mintsculas diferentes,

em linha, diferem

estatisticamente entre si, pelo teste t de Student para amostras independentes ( *p<

0,001; ** p< 0,01; *** p< 0,05).
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[0 Controle
B Experimental

Valores das médias das
contagens no epitélio
-~

CD68 CD4as CD4 CcDs CD20

Marcadores Imunoistoquimicos

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste t Student para amostras
independentes (p<0,05)

Figura 31 - llustracao grafica dos valores medios de contagem das células imuno-

marcadas no tecido epitelial.

6.3.4 — Comparacao da quantificacdo dos marcadores no conjuntivo entre os
grupos

Na avaliagdo da quantidade de células positivas no tecido conjuntivo, o
resultado foi similar ao observado no epitélio, com excecéo do CD4 que mostrou
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) enire o grupo-experimental e o

grupo-controle (Tabela 29 e Figura 32).
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251

201

154 O Controle

B Experimental

10+

Valores das médias das
contagens no conjuntivo

CD45 CDh4 CcD8 CD20

CD68
Marcadores imunoistoquimicos

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste t Student para amostras
independentes (p<0,05)

Figura 32 - llustragdo grafica dos valores meédios de contagem das células
positivas no tecido conjuntivo.
6.3.5 — Comparacgao da quantificacdo dos marcadores em glandulas salivares
entre os grupos

Numa analise quantitativa de células positivas nas glandulas salivares, nos
dois grupos, foi observada uma diferenca estatisticamente significante (p< 0,001}
para os seguintes marcadores: CD68, CD45, CD4 e CD8, sendo que, em todos os
marcadores foi observado um maior nimerc de células nas glandulas do grupo-
experimental (Tabela 29 e Figura 33).

O marcador CD20 ndo mostrou nenhuma diferenca estatisticamente

significante nas glandulas entre os grupos estudados (Tabela 29 e Figura 33).
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CD68 CD45 CD4 CDs8 CD20

Marcadores Imunoistoquimicos

Barras com lgtras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste t Student para amostras
independentes {p<0,05)

Figura 33 - Hlustragao gréfica dos valores médios de contagem das células imuno-

marcadas nas glandulas salivares.

6.3.6 — Comparacao da quantificagao dos marcadores entre o epitélioe o
conjuntivo

FFoi realizada, no grupo-experimental, uma comparagdo quanto ao namero
de células positivas no tecido epitelial e no tecido conjuntivo para cada um dos
marcadores estudados. Observou-se que para 0os marcadores CD68, CD45, CD4
e CD8 houve um maior numero de células marcadas no tecido conjuntivo. Essa
maior expressao foi estatisticamente significante (p<0,001) (Tabela 29 e Figura
34). Nao se observou importancia significante gquando comparado o numero de
células expressadas no tecido epitelial e no tecido conjuntivo para o marcador

CD20 (Tabela 29 e Figura 34).
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6.3.7 — Comparacao da quantificacao dos marcadores entre o tecido
conjuntivo e glandulas salivares

Na comparagao da quantidade de células marcadas entre o tecido
conjuntivo subepitelial da mucosa e as glandulas salivares do grupo-experimental,
foi observada uma diferenca estatisticamente significante (p< 0,05) apenas para
0os marcadores CD8 e CD20, havendo um predominio das células no tecido
conjuntivo (Tabela 29 e Figura 34).

Para os marcadores CD68, CD45 e CD4, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre 0 nimero de células no tecido conjuntivo e nas

glandulas salivares (Tabela 29 e Figura 34).
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Valores das médias das
contagens

Epitélio Conjuntivo Glandulas

Figura 34 — Colunas dos valores médios de contagem das células positivas no

tecido epitelial, conjuntivo e nas glandulas salivares no grupo-experimental.
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6.3.8 — Comparacao da quantificacao de CD68 e CD45

Foi comparada no grupo-experimental a quantidade de células positivas
para os marcadores CD68 e CD45 no tecido epitelial, conjuntivo e nas glandulas
salivares. Os resultados demonstraram valores estatisticamente significantes
(p<0,01) tanto no tecido epitelial, como no conjuntivo e nas glandulas salivares,
havendo um predominio das ceiulas CD45 (Tabela 29 e Figuras 35, 38, 39, 40 e

41).

[ CDé&8
@ CD45

Valores das médias das
contagens

Epitélio Conjuntivo Glandula

Barras com letras distintas diferem estatisticamente enire si, pelo teste t de Student para amosiras
pareadas {p< 0,01}.

Figura 35 — Valores das meédias da contagem CD68 e CD45 no tecido epitelial,

conjuntivo e glandulas salivares no grupo-experimental.
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6.3.9 - Comparacao da quantificacdo de CD45 e CD20

Na comparagao da quantidade de células marcadas com os anticorpos
CD45 e CD20, no grupo-experimental, observou-se uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,001) no tecido epitelial, conjuntivo e glandulas
salivares, sendo que em todos 0s casos houve um predominio das células CD45

(Tabela 29 e Figura 36).

BCD45
CD20

Valores das medias das
contagens

Epitélio Conjuntivo Glanduia

Barras com ietras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste t de Student para amostras
pareadas (p< 0,001).

Figura 36 — Valores das médias da contagem CD45 e CD20 no tecido epitelial,

conjuntivo e glandulas salivares no grupo-experimental.
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6.3.10 - Comparacao da quantificagdo de CD4 e CD8

Realizou-se a comparacao entre a quantidade de células positivas para os
marcadores CD4 e CD8, no epitélio, conjuntivo e glandula salivar do grupo-
controle. Observou-se uma maior quantidade de células CD8 em todos os tipos de
tecido, havendo diferenca estatisticamente significante entre eles (p< 0,001)

(Tabela 29 e Figuras 37, 40 e 41).

10+ [1CD4
mCcDs

contagens
®

Valores das médias das
-
N

Epitélio Conjuntivo Glandula

Barras com letras distintas diferem estatisticamente entre si, pelo teste t de Student para amostras
pareadas {p< 0,001).

Figura 37 - Valores das médias das contagens de CD4 e CD8 no tecido epitelial,

conjuntivo e glandulas salivares no grupo-experimental.
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6.3.11 — Correlagao entre o grau histolégico de GVHDc e os marcadores
imunocistoquimicos no tecido epiteiial

Houve uma correlacdo entre o grau de acometimento histoldgico da GVHDc
e 0s seguintes marcadores no tecido epitelial, CDB8, CD45 e CD8, ou seja, quanto
maior o grau de acometimento da GVHDc no epitélio, maior o nimero de

macréfagos e linfécitos T CDS.

6.3.12 — Correlagiao entre o grau histolégico de GVHDc e os marcadores
imunoistoquimicos no tecido conjuntivo

No tecido conjuntivo, observou-se uma correlacdo entre o grau de
acometimento histoldgico da GVHDc com os marcadores CD68, CD45, CD4 e

CD8, numa relacao diretamente proporcional.

6.3.13 — Correlacao entre o grau histolégico de GVHDc e os marcadores
imunoistoquimicos na glandula salivar

Nao se observou nenhuma correlacdo entre o grau de acometimento
histolégico da GVHDc em gléndulas salivares em quaisquer dos marcadores

estudados.
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7 - DISCUSSAO

A GVHDc foi descrita pela primeira vez por Storb na década de 70, quando
os pacientes tratados com o TMO, passaram a sobreviver tempo suficiente para a
sua manifestacdo. Desde entido, tem se mostrado como a principal causa de
morbidade e mortalidade em pacientes submetidos ao transplante alogénico de
medula 6ssea.

A GVHDc ocorre devido a presenga de células imunocompetentes na
medula do doador que provavelmente reconhecem antigenos de
histocompatibilidade menor do hospedeiro provocando uma resposta imune
destrutiva (Eisner et al, 1995). No entanto, como esse mecanismo &
extremamente complexo e a etiopatogenia da doenca ainda nao &€ totalmente
conhecida.

Em vista dessa complexidade e dos escassos conhecimentos sobre os
mecanismos  imunologicos associados a GVHDc, procuramos avaliar,
comparativamente, os achados clinicos, histolégicos e imunoistoquimicos em
pacientes que realizaram TMO e que desenvolveram ou nao GVHDc.

Varios estudos tém mostrado que as manifestagbes clinicas da GVHDc
podem assemelhar-se a diversas doengas auto-imunes, como Sindrome de
Sjogren, Artrite Reumatdide, Lapus Eritematoso Sistémico e Esclerodermia
(Nakamura ef al,, 1996). As manifestacdes clinicas podem refletir acometimento
de qualquer érgao do corpo, mas os locais mais afetados s&o pele, boca, figado,

olhos, eséfago e trato respiratdrio superior (Jacobsohn et al., 2001). De fato, neste
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estudo, em que ftodos 63 pacientes selecionados desenvolveram lesao em
cavidade oral, a maioria apresentava comprometimento simultaneo de outros
orgaos, como figado, pele, olho, TGI, pulmao e rim.

A literatura relata como um dos fatores de risco para o desenvolvimento de
GVHDc o sexo do doador, ou seja, receptores do sexo masculino que recebem
medulas de doadores do sexo feminino tém maior chance de desenvolver GVHDc.
Uma explicagdo para este fato e que antigenos masculinos sao reconhecidos e
atacados mais faciimente pelas células do sistema imune da doadora. Outra
explicacao seria a de que, doadoras femininas poderem ter sido sensibilizadas
durante gravidez anterior ao transplante{(Zecca et al., 2002; Gaziev et al., 2000,
Eisner ef al, 1995; Vogelsang ef al, 1990). No entanto, essas sdo apenas
hipéteses que procuram explicar os fatores associados a maior freqléncia de
GVHDc nestes casos. Contudo, em nosso estudo:os resultados ndo mostraram
nenhuma relacao estatistica enire 0 sexo do doador e a fregiiéncia da doenga.

A idade do paciente tem sido relatada como outro fator de risco para
GVHDc, sendo que quanto mais velho o paciente maior a chance de desenvolver
GVHDc (Zecca et al.,, 2002; Eisner et al, 1995) . Zecca et al. (2002), relataram
gue criancas menores de 5 anos de idade tém chance de 14% menos de
desenvolver GVHDc, enguanto que, em pacientes entre 5 e 15 anos e maiores de
15 anos de idade, a probabilidade sobe para 30% e 44%, respectivamente. Neste
estudo, houve diferenca estatisticamente significante entre a idade dos pacientes
do grupo-controle e grupo-experimental estudados, sendo que, no grupo controle

0s pacientes apresentaram uma idade média menor do que no grupo de pacientes
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que desenvolveram GVHDc, concordando dessa maneira com os achados da
literatura.

A presenca prévia de GVHDa tem sido descrita como sendo um dos
maiores fatores de risco para a GVHDc (Zecca ef a/.,, 2002; Gaziev ef al., 2000;
Eisner ef al., 1995, Vogelsang ef al, 1990). Em nosso estudo, dos 25 pacientes
que desenvolveram GVHDc, apenas trés (12%) manifestaram GVHDa, o que néo
mostrou significancia estatistica.

Vigorito ef al. (1998), descreveram a possibilidade de maior
desenvolvimento da doenga em pacientes que receberam enxertos de medula por
CTP. O tipo de coleta de células foi também um fator preditivo para o
aparecimento de GVHDc em nosso estudo, pois, nos pacientes que recebem o
transplante através de CTP observou-se um maior indice de GVHDc, apesar do
numero desigual de pacientes que receberam o transplante em tipo de colet‘a.

Infeccbes virais, principalmente da familia do Herpes Virus, tém sido
relatadas como tendo um papel importante na iniciagdo efou exacerbacgdc da
GVHDc (Woo et al. 1997; Curtis & Caughman et al. 1994; Bostrom et al. 1988).
Em varios estudos clinicos, doadores e receptores para transplante que possuem
soropositividade para multiplas herpesviroses, apresentam os maiores indices de
associagdo com a GVHDa e GVHDc no receptor (Curtis & Caughman et al. 1994;
Bostrém ef al 1988). Nossos resuitados encontraram uma diferenga
estatisticamente significante entre os 23 pacientes do grupo-experimental contra

oito pacientes do grupo controle que desenvoiveram infecgao viral.
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O principal fator relacionado a morbidade e mortalidade, nos pacientes com
GVHDc, tem sido o comprometimento organico por infeccbes secundarias. Dentre
os varios tipos de infecgbes ja relatadas nesses pacientes, as infecgdes virais séo
uma das mais prevalentes, dentre elas, as mais comuns sio: Citomegalovirus,
Herpes Virus Simples, Varicela Zoster Virus e Epstein-Barr Virus. Contudo, a
maior causa de morbidade e mortalidade, bem como de freqiiéncia de
aparecimento € a infecgdo por Citomegalovirus (Schubert ef al. 1993). Meyers
(1986), relatou que 60% dos pacientes que receberam TMO e desenvolveram
GVHDc, manifestaram infeccdo sistémica por CMV, enquanto que dentre os
pacientes que ndo foram acometidos por GVHDc, apenas 42% desenvolveram
infeccdo por CMV. Em nosso estudo, o tipo de infeccéo viral ndo foi um fator
estatisticamente significante para o aparecimento de GVHDc. Em relagao as
infecgbes encontradas em nossos pacientes, observou-se maior comprometimento
por CMV nos pacientes do grupo-experimental. Destes, 56% manifestaram
infecgdo por CMV, 36% por HSV, 24% por VZV e 4% por HPV, enquanto que, no
grupo controle, encontrou-se freqiéncia de 25% por CMV, 19% por HSV e 19%
por VZV.

O tempo meédio para o diagnéstico da GVHDc é bastante variado na
literatura. A maioria dos trabalhos relata que o diagnostico da doenca é
estabelecido numa média superior a 100 dias pos-transplante. Hasséus et af
(2001), descreveu uma média de 231 dias, enquanto que Nakamura et a/ (1996)
relatou uma média de 144 dias. No entanto, apenas Galitis ef a/f (2001), relatou a

media do dia do diagnéstico do aparecimento da doenca na cavidade oral, que era
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de 172 dias. Em nosso estudo, a média foi de 262 dias pés-transplante, um
numero maior do que o relatado por Galitis et al. (2001). Noés acreditamos que
essa diferenc¢a possa depender do tamanho da amostra, pois no estudo de Galitis
et al. (2001) foram estudados apenas 11 pacientes, engquanto que, em nosso
estudo, a amostragem foi de 25 pacientes.

A sobrevida dos pacientes pés-TMO esta correlacionada, basicamente, a
doenca de base, seu estadio no momento do transplante e ac regime de
condicionamento e profilaxia para GVHD (Reiter ef al., 1997). Nos 41 pacientes
por nds estudados, houve apenas quatro ébitos, sendo que, em dois pacientes, a
causa de morte foi relacionada a GVHDc extensa e, nos outros dois pacientes a
causa de morte foi devida a septicemia. E importante ressaltar que os gquatros
casos de ébitos ocorreram no grupo experimental (estatisticamente significante), o
que pode indicar que os pacientes que desenvolvem GVHDc sao mais
susceptivels as suas complicacdes, como infecgdes, por exemplo.

As manifestacdes clinicas da GVHDc sao bastante variadas (Woo ef al,,
1997). Destas, eritema e atrofia da mucosa, lesdes liquenoides, perda do paladar
e xerostomia sao as principais manifestacdes na cavidade oral (Woo ef al., 1997).
Muitas dessas lesbes da cavidade oral podem anteceder o envolvimento da
doenca em outros orgaos (Nakamura ef al, 1996). Por isso, um correto
diagnoéstico histopatoldgico dessas lesdes pode auxiliar, tanto na evolucao da
doencga, como no seu prognostico.

Os critérios utilizados para graduar, histologicamente, a GVHDc, no nosso

trabalho, baseou-se na classificacao de Horn ef al. (1995). Em mucosa oral, as
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- alteracdes histopatologicas mais comuns sdo:. vacuolizacdo da camada basal,
presenca de corpos apoptoticos, infiltrado inflamatério linfocitario e clivagem entre
o tecido epitelial @ o conjuntivo (Horn ef al., 1995; Woo ef al., 1997). Em nosso
estudo, esses achados em mucosa oral foram mais evidentes no grupo-
experimental do que no grupo-conirole, mostrando portanto, que o exame
histolégico € um meio fidedigno de avaliar as alteragbes observadas na clinica.

A vacuolizacéo do epitelio € um importante critério para o diagnostico da
GVHDc (Horn et al., 1985; Woo et al., 1997). Contudo, Nakamura ef al. (1996)
verificaram a vacuolizagdo epitelial em apenas 4 dos 11 casos de GVHDc
avaliados. Nos 25 pacientes com GVHDc por nos estudados, foi observada a
presenca de vacuolizacdo epitelial em 16 pacientes (73%) sendo, portanto, a
vacuolizagdo das células epiteliais um componente importante da GVHDc.

Qutro achado importante a ser ressaltado € a densidade do infiltrado
inflamatorio associado a GVHDc. A literatura descreve que a intensidade do
infilirado inflamatodrio na mucosa oral de pacientes com GVHDc é considerada de
baixa intensidade e possivelmente decorrente do uso das drogas
imunossupressoras utilizadas no protocolo terapéutico do TMO (Woo et al., 1997,
Nakamura et al., 1996). Contrario a isso, em nosso estudo, foi observado que a
freqiéncia de infiltrado inflamatorio foi de 91% nos pacientes do grupo-
experimental, sendo a maioria classificado como moderado(50%), enquanto que,
no grupo-controle, esse mesmo infiltrado estava presente em 50% e a maioria era
classificado como ieve (43%). Essa diferenca foi estatisticamente significante.

Apesar dos nossos achados contrastarem com os da literatura, o infilirado
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inflamatério na mucosa oral, quando moderado ou intenso, sinaliza para o
diagnéstico histologico de GVHDec.

As glandulas salivares menores tém sido atualmente valorizadas no
diagnostico de GVHDc, pois os achados histopatolégicos refletem bem o sfatus da
GVHDc, além de serem, as bidpsias facilmente obtidas, sem oferecer riscos
maiores as condicdes sistémicas, ja precarias destes pacientes (Hiroki ef al.,
1994; Nakamura ef al., 1996).

Segundo Horn et al(1995) e Woo et al (1997), as .principais alteragdes
histopatolégicas encontradas nas glandulas salivares sdo: presenca de infiltrado
inflamatério difuso, diminuicdo do ndmero de ductos e acinos, dilatacdo ductal e
fibrose intersticial. Nakamura et al. (1296), relatou que algumas das alteragdes
das glandulas salivares, como destruicdo de acinos e atrofia leve, podem ser
correlacionadas com o uso de drogas anteriormente ao transpiante. Em nosso
estudo, houve uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos em
relagéo a diminuigdo do numero de ductos e acinos, infiltrado inflamatério e fibrose
intersticial, mostrando que estes achados podem ser considerados como
caracteristicos da GVHDc, e nac meramente uma conseqiiéncia do
condicionamento prévio do paciente. Por outro lado, é importante ressaltar que,
dentro do grupo-controle, foram encontrados dois casos com alteragdes
histologicas compativeis com GVHDc grau 1. Isso pode representar tanto um
quadro de GVHDc subclinico quanto um resultado faiso-positivo, ou seja, uma
sialoadenite de outra natureza, provavelmente vincuilada ao uso de drogas como a

infeccdes oportunistas virdticas.

99



Avaliagdo Clinica, Histolégica e Imunoisfoquimica de GVHDe em Mucosa Oral e Gldndulas Salivares Menores

Andresa Borges Soares

No que diz respeito ao estudo comparativo dos achados histopatoldgicos de
GVHDc em mucosa e glandulas salivares menores, para estabelecer um
diagnostico mais fidedigno da doenca, os achados na literatura sao bastante
contraditorios {Nakleh ef al.,1989; Nakamura et al., 1996). Nakleh ef al. (1989),
desenvolveu um estudo do valor do diagnoOstico baseado na mucosa oral,
comparativamente as glandulas salivares menores, para a GVHDc. O autor
observou que 20% dos resultados em mucosa oral eram falso-negativos, enquanto
que, na glandula salivar menor, somente 11% eram falso-negativos. Em vista
disso, o autor concluiu que ambos os tecidos devem ser incluidos na bidpsia para
um diagnostico mais preciso. Todavia, Nakamura ef a/l. (1996), relatou que o
infiitrado inflamatorio € mais freqientemente observado em glandulas salivares do
gue em mucosa oral, sugerindo que a biépsia de glandulas salivar € mais precisa
para o diagnéético de GVHDc. Em nosso estudo, embora o critério para selecao
dos pacienies no grupo experimental tenha sido a presengca de GVHDc em
glandulas salivares, nos encontramos alteragbes compativeis com GVHDc em
mucosa oral em 77% dos casos. Portanto, nbés acreditamos que tanto a mucosa
oral quanto as glandulas salivares devem ser analisadas para o diagnéstico de
GVHDc, com o intuito de minimizar o numero de resuitados falso-negativos.

Os mecanismos imunolégicos envolvidos na GVHDc séc bastante
complexos e pouco conhecidos. Na literatura, ha poucos relatos de estudos
imunoistoquimicos em mucosa oral e glandulas salivares, sendo, a maioria destes

trabalhos baseados num namero inferior a 16 pacientes (Hasséus et al.,, 2001;
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Fujiwara et al., 1996; Nakamura et al., 1994). Nossa amostra foi superior aos
relatos da literatura inglesa, com um fotal de 25 casos.

Os linfécitos T sdo considerados como as principais células envolvidas na
patogenia da doenga, sendo os maiores responsaveis pelos danos teciduais.
Varios estudos tentam caracterizar o tipo de linfocito encontrado nas lesdes, mas
os resultados sao bastante variados (Mattsson et al., 1992; Nakamura et al., 1996;
Hasséus et al., 2001). Nakamura ef al. (1996), encontrou um leve predominio de
linfécitos T CD08 em GVHDc na mucosa oral. Ao contrario, Mattsson ef al. (1992)
e Hasséus et a/. (2001), relataram um predominio de linfocitos T CD4. Nossos
resultados mostraram haver um predominio de linfocitos T CD8, tanto no epitélio
quanto no tecido conjuntivo da mucosa oral.

Nas glénd'u!as salivares, os achados foram semeihantes aos da mucosa
oral, havendo também um predominioA de linfécitos CD8. Nakamura et al. (1994),
num estudo comparativo entre GVHDc e Sindrome de Sjégren, observou que nas
glandulas salivares dos pacientes com GVHDc, houve um predominio de CDS,
enquanto que na Sindrome de Sjogren houve o predominio de CD4.

Além dos linfocitos, uma série de outras células participam da patogenia da
GVHDc, contribuindo com o inicio e manutenc¢io das lesdes. Entre essas células,
ditas como auxiliares, encontram-se os macréfagos. Mattsson et al. (1992), ao
estudarem a presenca de macréfagos em liquen plano e GVHDc, observaram que
menos de 1% do componente do infiltrado inflamatdrio em ambas as lesdes

correspondia a essas células. Em nosso estudo, os macrofagos (CD68+) foram
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observados tanto no componente epitelial quanto no tecido conjuntivo e glandulas
salivares, mas em quantidade bem menor do que os linfocitos (CD 45+).

Nés também avaliamos a expressao de macrofagos (CD 68+), linfocitos T
(CD 45+), linfécitos B (CD 20+) e CD 4 e CD 8 em pacientes que realizaram TMO
mas ndo desenvolveram GVHDc. No entanto, o nimero de células expressadas
para cada marcador foram insignificante.

Em resumo, os aspectos imunoistoquimicos dos pacientes com GVHDc
mostraram que as principais celulas envolvidas no infiltrado inflamatério foram os
linfocitos T CD8, tanto no tecido epitelial, quanto no conjuntivo e glandulas
salivares. Macrofagos e linfocitos T CD4 também estavam presentes, porém em
menor guantidade, mostrando que estas céjulas também podem estar participando

do mecanismo patogénico da doenga, porém, com menor importancia.
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8 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos do estudo clinico, histopatolégico e
imunoistoquimico e morfometrico pode-se concluir que:
1 — Idade avancada do paciente, transplante por CTP e presenca de infecgbes
demonstraram ser fatores de risco para GVHDc.
2 — Vacuolizagdo da camada basal, infiltrado linféide, exocitose, células aciddfilas
contraidas, clivagem focal e separacgao entre o tecido epitelial e o conjuntivo sio
caracteristicas histologicas da GVHDc em mucosa oral, (teis para diferencia-la
das alteragbes secundarias ao condicionamento.
3 — Infiltrado inflamatério linfocitario moderado, diminuicdo do ntimero de ductos €
acinos e fibrose intersticial sdo as caracteristicas histolégicas mais evidentes da
GVHDc em gléndulas salivares menores, Uteis para diferencia-la das alteracbes
secundarias ao condicionamento.
4 — O padrdo de marcacao imunoistoquimica para macrofagos, linfocitos T, e a
subpopulacdo de linfocitos T citotéxicos mostrou valores estatisticamente
diferentes entre os grupos controle e experimental, no tecido epitelial.
5 —~ No tecido conjuntivo subepitelial oral e nas glandulas salivares, os valores de
marcagao para macrofagos, linfocitos T, linfocitos T citotéxicos e auxiliares foram
estatisticamente diferentes entre os grupoes conirole e experimental.
6 — O tecido conjuntivo subepitelial e as gidndulas salivares menores, foram muito
mais afetados pela GVHDc do que o tecido epitelial.
7 — As células predominantes na GVHDc foram linfécitos T citotoxicos, tanto no

tecido epitelial e conjuntivo, como nas glandulas salivares.
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Paciente: UPN:
Bx: PG
Mucosa Oral

{ )presente ( ) ausente

Vacuolizagdo das célules basais:
{ )ausente ( )leve { }moderads { )intensa

Infitrado inflamatério linfocitario:
{ )ausente { }eve { ymoderada { jintensa

Exocitose epitalial;
{ )ausente { Yleve { Ymoderada { )intensa

Células acidofilas contraidas cormn ou sem salelitose:
{ Yausente { )ieve { Ymoderada { Vintensa

Clivagem focal entre ¢ epitélio e o conjuntivo:
( )ausente { ) presente

Separagéo entre 0 conjuntivo e o epitélio:

{ ) ausente { )presente

Imunoistoquirnica:

CD 68:; { j Positivo { 1 Negatvo

CD 4: { }Positive { ) Negativo

CD 8: ( ) Positivo { )} Negativo

Pan T: { YPositivo { ) Negativo

Pan B: { 7 Pesitive ( ) Negsivo

GVHDc: ( )Grau! { 1Graull { YGrauli { YGraulv

Glindula Salivar:
( ) presente { )ausente

infiltrado inflamatério:
{ )ausente { }leve { }moderada { )intensa

Diminuigao do nimerc de ductos e acinos:
{ )ausente { Jleve { Ymoderada { )intensa

Dilatacao ductai:
{ )ausente ( )leve { Yymoderada ( )intensa

Metaplasia escamosa;
{ )ausente { ) presente

Fibrose intersticial:
{ ) ausente { Yleve { Ymoderada { )intensa

Imunoistoquimica:

CD88: ( }Positivo { ) Negativo

CD 4 { ) Positivo { } Negative

CD 8: { }Positivo { ) Negativo

PanT:; { } Posifivo { ) Negativo

Pan B: { ) Positivo { } Negative

GVHDc: { ) Graul { }Graull { })Graulll { }Graulv
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PARECER PROJETO: N° 441/2002
LIDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE CLINICA PATOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA DE
GVHDc EM GLANDULAS SALIVARES MENORES”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Andressa Borjes Soares

INSTITUICAQ: Faculdade de Odontologia de Piracicaba/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/10/2002

II- OBJETIVOS

Descrever as caracteristicas clinicas e histopatologicas e avaliar a expressao
imunoistoquimica de CDG68, PanB, PanT e CDS8 em gléndulas salivares menores de
pacientes com Grafr-Versus-Host disease cronica, do Hemocentro do Hospital das Clinicas
da FCM da UNICAMP, verificando os possiveis fatores associados ao desenvolvimento da
doenga.

I - SUMARIO

Serfio selecionados 20 blocos de parafina correspondentera a biopsias realizadas em
mucosa labial de pacientes que desenvolveram GVHDc, sendo que estas biopsias foram
realizadas como parte do protocolo de tratamento para GVHDc do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Sera realizado uma revisio das laminas e
um estudo de imunoistoquimica para deteccio de CD68, PanB, PanT e CD8. A analise
estatistica sera realizada por Fisher e Qui-quadrado.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de uma pesquisa realizada em blocos de parafina ja coletados por protocolo
anterior (os pacientes deram seu termo de consentimento, segundo os autores em fase
anterior a esta pesquisa) e serdo coletados dados dos prontuarios.
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Projeto simples, somente gostariamos de observar que o calculo do tamanho
amostral nio foi realizado e que serdo incluidos apenas 20 casos 0 que torna o projeto quase
um estudo piloto.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
ap6s acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ac
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrnido {mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser - “resentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a sew modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo 1 ou 11 apresentados anteriormente 2 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envié-las também a mesma junto com O parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item [11.2 e}

Relatorios-parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

Atencdo: Projetos de Grupo I serio encaminhados a CONEP e s poderio ser
iniciados apos Parecer aprovatorio desta.
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VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de novembro de 2002.
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