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APRESENTACAO

As pesquisas cientificas sempre visam o aprimoramento de determinada area para
que seja entregue aos usudrios um servico de qualidade. A mesma légica se segue na
odontologia. No setor publico, estudos sobre a necessidade dos individuos e formas mais
eficientes de ofertar de saude bucal embasam a gestao e organizac¢ao de politicas publicas.

Este e-book traz um compilado de estudos de vérias areas da odontologia e
dissemina o conhecimento para a comunidade cientifica.

Espero que a leitura do conteldo aqui apresentado desperte cada vez mais sua
busca pelo conhecimento.

Emanuela Carla dos Santos
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RESUMO: Objetivo: Analisar a expresséo imuno-
histoquimica das proteinas Ciclina-D1, COX-
2, TNF-a, TGF-B e CD68 em lesbes bucais de
pacientes submetidos ao transplante de células-
tronco hematopoéticas, com menifestacdes de
GVHD crénica (cGVHD). Material e métodos:
Foram selecionados 5 casos de lesdes bucais de
cGVHD e 5 casos de lesbes bucais de pacientes-
controle, e submetidos a analise morfolégica
pela técnica de imuno-histoquimica através do
método da estreptoavidinabiotina, utilizando os
anticorpos anti: Ciclina-D1, COX-2, TNF-a, TGF-
e CD68. Resultados: A CD-1 foi expressa em
lesdes bucais da cGVHD de granuloma piogénico
e mucocele em areas de reparo. A COX-2 e 0
TGF-B se expressaram em lesdes da cGVHD
da mesma forma que em lesbes de pacientes
ndo transplantados. O TNF-a ndo foi expresso
nas lesdes bucais de cGVHD e os macréfagos
(CD68+) exibiram positividade em ambos os
grupos. Conclusao: Nao é possivel utilizar as
proteinas Ciclina-D1, COX-2, TNF-a, TGF-B e
CD68 como marcadores da GVHD cronica, visto
que nao foram observadas, na amostra estudada,
diferencas nas suas expressoes entre as lesdes
bucais da cGVHD e as lesGes utilizadas como
controle.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca do Enxerto versus
Hospedeiro; Transplante de Medula Ossea;
Imuno-Histoquimica.

ABSTRACT: Objective: To analyze the

immunohistochemical expression of Cyclin-D1,
COX-2, TNF-a, TGF-B and CD68 proteins in oral
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lesions of patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation with chronic GVHD
(cGVHD) menifestations. Material and methods: 5 cases of oral lesions of cGVHD and
5 cases of oral lesions of control patients were selected, and submitted to morphological
analysis by the immunohistochemistry technique through the streptoavidin-biotin method,
using the anti: Cyclin-D1 antibodies. COX-2, TNF-a, TGF-B and CD68. Results: CD-1 was
expressed in cGVHD oral lesions of pyogenic granuloma and mucocele in repair areas. COX-
2 and TGF-B were expressed in cGVHD lesions in the same way as in non-transplant patient
lesions. TNF-a was not expressed in cGVHD oral lesions and macrophages (CD68+) exhibited
positivity in both groups. Conclusion: It is not possible to use the proteins Cyclin-D1, COX-2,
TNF-a, TGF-B and CD68 as markers of chronic GVHD, as no differences in their expressions
between oral lesions of the cGVHD and lesions used as controls.

KEYWORDS: Graft versus Host Disease; Bone marrow transplant; Immunohistochemistry.

INTRODUCAO

A doenga do enxerto versus hospedeiro (GVHD) é uma das principais complicacdes
do transplante de células-tronco hematopoiéticas, afetando cerca de 50% a 80% dos
pacientes. E caracterizada pela reagéo de células imunocompetentes do doador (linfécitos
T, B ou células Natural Killer) contra os tecidos do paciente, ou, através de respostas
inflamatérias exacerbadas apds transplante alogénico de células hematopoiéticas
(alloHCT). Sua classificagdo se da em aguda e cronica.

A GVHD aguda é, algumas vezes, confundida com outras manifestacbes comuns a
pacientes que passam por terapias com radiagcdo e/ou quimioterapia; a GVHD crénica € a
principal causa de mortalidade nao maligna p6s alloHCT (Henden, 2015; Funke at al.,2016;
Perkey et al., 2018). A ciclina D1 é uma proteina que participa regulando o ciclo celular e
encontra-se em baixo nivel em tecidos fisiologicamente normais e a cicloxigenase 2 (COX-
2) é uma enzima envolvida no metabolismo do acido araquidénico produzindo autacoides.
A COX-2 é chamada de cicloxigenase proé-inflamatéria por estar presente em pequenas
quantidades nos tecidos, mas aumenta sua concentragdo apds um estimulo inflamatério.

A CD68 & uma glicoproteina altamente expressa em monécitos, macrofagos, como
também em linfocitos T (Murphy et al., 2010 e Reizis et al., 2011). Na GVHD, a inflamagéo
pode ser desencadeada pela lesdo tecidual resultante de regimes de condicionamento
que usam radiagdo, ou quando células imunocompetentes do doador reagem contra
os tecidos do paciente. O TNF-a ¢ liberado ap6s os danos induzidos pelos regimes de
condicionamento por radiagdo/quimioterapia, sendo o maior mediador da terceira fase na
patogenia da GVHD aguda (Kreisel et al., 2012). Na fase crbénica da doenca, o TNF-a
estimula a producéo de colageno por fibroblastos, produzindo lesdes fibréticas (Haverman
et al., 2014).

As manifestagdes de GVHD oral aguda e crénica s&o clinicamente caracterizadas
pela mucosa com respostas de hiperqueratose, eritema, inflamacao, atrofia, ulceracées
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pseudomembranosas, fibroses, disfungdo de glandula salivar e alteracdo de paladar,
distdrbios esses que lembram doencgas imunologicamente mediadas, tais como Liquen
Plano, Lupus, Esclerose Sistémica e Sindrome de Sjoégren (Woo et al.; 1997; Schubert et
al. 2008; Filipovich, 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar a imunoexpresséao das proteinas CD-1, COX-2,
CD68, TNF-a e TGF-B em lesdes bucais de GVHD cronica em pacientes pds-transplante

alogénico de células-tronco hematopoéticas.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa da
Universidade de Pernambuco (UPE) sob o numero CAAE: 46239315.0.0000.5207. Trata-
se de um estudo laboratorial retrospectivo. Todos os casos selecionados foram atendidos
no setor de Odontologia do HEMOPE. Um total de 10 pacientes - sendo 5 casos de lesdes
bucais de cGVHD e 5 casos de lesbes bucais de pacientes-controle - foi submetido a
andlise morfologica e imuno-histoquimica através do metédo da estreptoavidinabiotina,
utilizando os anticorpos anti: Ciclina-D1, COX-2, CD68, TNF-a e TGF-B. Em cinco casos
de cGVHD foi realizada imunohistoquimica por haver material suficiente nos blocos de
parafina. Foram utilizados 5 casos-controle, com o mesmo tipo de lesdo, em pacientes
ndo transplatados. A descricdo dos resultados foi realizada sob duas formas: analise
demogréfica e de diagnéstico, constituindo o tipo de analise estatistica descritiva.

TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica imuno-histoquimica foi realizada no laboratério de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia de Pernambuco — FOP/UPE pelo método da estreptavidina-
biotina peroxidase, otimizado com o sistema de amplifacagcdo LSAB (Labeled StresAvidin
Biotin for mouse primary antibodie - DAKO).

As amostras, apds fixadas em formol a 10% e emblocadas em parafina, foram
submetidas a cortes de 3um. Estes foram estendidos em Iaminas de vidro previamente
limpas e desengorduradas, preparadas com adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano
(Sigma Chemical CO.,St Louis,MO,USA). Inicialmente os cortes foram desparafinados em
2 banhos de xilol. O primeiro a 60°C, por 30 minutos, e o0 segundo, a temperatura ambiente,
por 20 minutos. Em seguida, os cortes foram reidratados em cadeia descendente de etanol,
a partir de 3 passagens em etanol absoluto (100%), seguidos por etanol 95%, 85%, 80%,
durante 5 minutos cada. Posteriormente, procedeu-se a retirada do pigmento formolico com
as seccgOes submetidas a solugédo de hidroxido de aménio a 10%, em etanol, durante 10
minutos. Em seguida, os preparos foram lavados em agua corrente por 10 minutos e duas
passagens em agua destilada. Apds a preparagédo dos cortes histologicos, deu-se inicio
a fase de recuperacgéo antigénica em trés ciclos de 5 minutos cada, no microondas, em
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solucéo de citrato, com pH 6.0. O bloqueio da peroxidase endogena tecidual foi realizado
com perdxido de hidrogénio a 10 volumes e 4gua destilada, em duas trocas de 15 minutos
cada. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 10 minutos e colocadas em solugcéo
tampé&o de PBS (Phosfate Buffer Solive) em pH 7.4 com duas trocas de 5 minutos cada.

Os anticorpos secundario e terciario tiveram como sequéncia de incubagao, 30
minutos cada. Foi utilizado o kit LSAB peroxidase (DAKO Corporation).

A seguir, duas passagens em PBS em pH 7.4, de 5 minutos cada. Incubacédo em
solugéo contendo o agente cromo6geno DAB (Diaminobenzidina, Sigma Chemical CO, USA)
na concentragcdo de 30mg em 100ml de PBS em pH 7.4, ativada por 600ml de perdxido
de hidrogénio 10 volumes a 0,3%, durante 5 minutos, em camara escura. Os cortes foram
lavados em agua corrente por 10 minutos e depois, duas passagens em agua destilada, de
5 minutos cada. Foram contra-corados com hematoxilina de Mayers por 45 segundos. Ap6s
lavagem em agua corrente, durante 10 minutos, seguiram os passos de desidratacdo em
cadeia crescente de etanol (80% ao absoluto) por 3 minutos cada, diafanizagdo em xilol e
montagem das laminas com Entelan.

ANALISE DO PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO

A imunomarcacao foi analisada a microscopia de luz, considerando-se 0s seguintes
aspectos: o tipo de célula imunopositiva, a localizagéo celular (membrana ou citoplasma), a
distribui¢éo tecidual (focal ou difusa). O padrdo de imunoexpresséo foi classificado quanto
a presencga (+) ou auséncia (-), e quantitativamente, para cada caso, foi atribuido um escore
de imunomarcacgao quanto ao percentual de células positivas: escore 0 — nenhuma célula
positiva, escore 1- 1-49% das células positivas; escore 2- > 50% células positivas.

Para o estudo imuno-histoquimico, foram obtidas sec¢des de 3 mm de espessura a
partir de blocos de tecido embebidos em parafina e colocados em lamina de vidro silanizado.
ApOs a desparafinacdo, as secgdes foram entédo lavadas em solugé@o salina tamponada
com fosfato (PBS) e submetidas a recuperagéo do antigeno. Em sequéncia, as amostras
foram imersas em per6xido de hidrogénio a 3% para bloquear a atividade da peroxidase
endogena. Apds o tratamento com soro normal, as secgdes foram incubadas com o
anticorpo primario anti-CD68 numa camara Umida, a temperatura ambiente, através do
método de estreptavidina-biotina peroxidase otimizada pelo sistema de amplificagdo LSAB
(estreptavidina-biotina para anticorpos primarios, DAKO, Carpinteria, CA, EUA). A atividade
da peroxidasse foi visualizada por imersdo das sec¢bes de tecido em diaminobenzidina
(liquido DAB + substrato, DAKO), o que resultou em um produto de reacdo marrom.
Finalmente, as se¢Oes foram contrastadas com hematoxilina de Mayer e cobertas. Secg¢des
de mucosa bucal e osso foram utilizadas como controles positivos para o anticorpo anti-
CD68. Os controles negativos foram obtidos por meio da incubagdo com a imunoglobulina
(IgG) primaria, indicada pelo fabricante.
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AVALIAGAO IMUNOLOGICA E ANALISE ESTATISTICA:

A andlise imuno-histoquimica foi realizada de forma cega, por dois observadores
com microscopio Nikon E200 (Nikon, NY, EUA). As secgdes de tecido foram examinadas
sob microscopia 6ptica (aumento de 100x) para identificar areas contendo o maior nimero
de células imunorreativas. E os campos microscépicos selecionados foram analisados com
uma ampliacédo 400x. Para a avaliagdo da imunomarcac¢éao do CD68, foram considerados os
seguintes aspectos: presenca (+) ou auséncia (-) e, quantitativamente aos casos positivos
como: fraca (+), moderada (++), intensa (+++) € muito intensa (++++) de imunomarcagao.
Essa andlise também verificou a marcagéo quanto a distribuicdo na leséo, se focal ou difusa.
Semiquantitativamente, os escores de imunoexpressao foram atribuidos a porcentagem de
células positivas em cada caso: escore 0 - sem células positivas; escore 1 - 1-10% de
células positivas; escore 2 a 10-25% de células positivas; escore 3 - 25-50%; escore 4 ->
50%.

RESULTADOS

Dos cinco casos de lesdes bucais de GVHD crdnica pesquisados, todos os pacientes
eram do sexo masculino, com média de idade de 26 anos. Um paciente estava na 2%
década de vida (18 anos), 02 (dois) na 3% década de vida (23 e 25 anos), 01 (um) na 42
década de vida (38 anos) e 01 (um) néo foi informado. Quanto as regides anatémicas e
ao tipo de lesbes bucal de GVHD crénica, na mucocele esteve presente no labio inferior e
ventre da lingua; o granuloma piogénico no rebordo alveolar e dorso da lingua e o processo
inflamatério inespecifico na mandibula.

Dos 05 (cinco) casos pesquisados, de pacientes nao transplantados utilizados como
controle, 03 (trés) casos eram do sexo masculino e 02 (dois) casos do sexo feminino. Os
pacientes apresentaram média de idade de 31,75 anos. Um paciente estava na 12 década
de vida (4 anos), 01 (um) na 3* década de vida (21 anos), 01 (um) na 5% década de vida (41
anos), 01 (um) na 72 década de vida e 01 (um) dos prontuarios ndo continha informacoes
referentes a idade do paciente.

ANALISE MORFOLOGICA

A analise morfologica dos casos de lesdes bucais de GVHD crénica do nosso estudo
foi descrita em grupos separados, de acordo com o diagnéstico histolégico, no intuito de
facilitar a compreensao.

Mucocele - Na porcao de lamina prépria visualiza-se area de mucina extravasada,
circundada por tecido de granulagédo. Presenca de infiltrado inflamatério rico em macrofagos,
bem como glandulas salivares menores (Figura 3A e 3B).

Granuloma Piogénico - Fragmentos de mucosa revestida por epitélio pavimentoso
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estratificado, com areas de acantose e de ulceracdo. Na lamina propria observa-se tecido
de granulacdo com intenso infiltrado inflamatério mono e polimorfonucleado, edema, além
de vasos sanguineos de tamanho e formas variados (Figura 3C e 3D).

Processo Inflamatério Inespecifico - Fragmentos de mucosa revestidos por
epitélio pavimentoso estratificado com edema intraepitelial, exibindo areas de acantose e
ulceragdo. O tecido conjuntivo subjacente exibe intenso infiltrado inflamatério constituido
por células mono e polimorfonucleadas, e exsudado hemorragico (Figura 3E e 3F).

Figura 3. A. Mucocele. Area de mucina extravasada circundada por tecido de granulagdo (H.E. 40x).
3. B. Mucocele. Glandulas salivares menores associadas a infiltrado inflamatério (H.E. 100x). 3. C.
Granuloma Piogénico. Fragmentos de mucosa revestida por epitélio pavimentoso estratificado com
areas de acantose (H.E. 40x). 3. D. Granuloma Piogénico. Tecido de granulagdo com intenso infiltrado
inflamatorio, edema e vasos sanguineos de tamanho e formas variados (H.E. 100x). 3. E. Processo
Inflamatério Inespecifico. Areas de ulceracéo, edema e intenso infiltrado inflamatério (H.E. 40x). 3. F.
Processo Inflamatério Inespecifico. Tecido conjuntivo contendo infiltrado inflamatério e edema (H.E.
100x).
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ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A CD-1 foi expressa em lesbes bucais da cGVHD de granuloma piogénico e
mucocele em areas de reparo. A COX-2 e o TGF-f3 se expressam em lesdes da cGVHD da
mesma forma que em lesdes de pacientes nao transplantados. O TNF-a nao apresentou
expressao imuno-histoquimica nas lesdes bucais de cGVHD, e os macrofagos (CD68+)
exibiram positividade em ambos os grupos.
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Figura 4.A. Caso. Mucocele. Escore 1, marcagédo do nucleo de células na lamina prépria (IHQ, CD1,
40x). 4.B. Caso. Mucocele. Escore 1, marcagéo de células presentes no infiltrado inflamatério (IHQ,
COX-2, 100x). 4.C. Controle. Mucocele. Escore 1, marcagdo da membrana do reticulo endoplasmatico
de células imunomarcadas no tecido de granulagdo (IHQ, COX-2, 200x). 4.D. Caso. Mucocele. Escore
2, marcagao difusa de células no tecido de granulagdo (IHQ, TGF-B, 40x). 4.E. Controle. Mucocele.
Escore 2, marcagéo de células no tecido conjuntivo (IHQ, TGF-B, 100x). 4.F. Caso. Mucocele. Escore
3, marcacao difusa de células no tecido conjuntivo (IHQ, CD68, 40x). 4. G. Controle. Mucocele. Escore
3, marcagdo da membrana e citoplasma de células no infiltrado inflamatério (IHQ, CD68, 200x).
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Figura 5. A. Caso. Granuloma Piogénico. Escore 1, marcagao do nucleo de células na lamina propria
(IHQ, CD1, 100x). 5.B. Controle. Granuloma Piogénico. Escore 1, marcacgdo do nucleo de células
presentes no tecido de granulagéo (IHQ, CD1, 200x). 5.C. Caso. Granuloma Piogénico. Escore
1, marcagéo difusa células no tecido de granulagéo (IHQ, COX-2, 40x). 5.D. Controle. Granuloma
Piogénico. Escore 1, marcacao difusa de células no infiltrado inflamatério (IHQ, COX-2, 200x). 5.E.
Caso. Granuloma Piogénico. Escore 2, marcagéo difusa da matriz extracelular de células nos tecidos
epitelial e conjuntivo (IHQ, TGF-B, 100x). 5.F. Controle. Granuloma Piogénico. Escore 2, marcagao
difusa de células no tecido epitelial e conjuntivo (IHQ, TGF-B, 100x). 5. G. Caso. Granuloma Piogénico.
Escore 3, marcagéao focal de células no infiltrado inflamatério (IHQ, CD68, 40x). 5. H. Controle.
Granuloma Piogénico. Escore 2, marcagéo difusa de células no infiltrado inflamatério (IHQ, CD68, 40x).

DISCUSSAO

De acordo com Margaix-Mufioz et al.; 2015, a apresentacdo da GVHD aguda é
potencialmente fatal e geralmente afeta a pele, trato gastrointestinal e o figado. A forma
cronica é caracterizada pelo envolvimento de varios érgaos, incluindo a cavidade oral. De
fato, a cavidade oral pode ser o unico local afetado na GVHD cronica. As manifestacGes
clinicas da cGVHD incluem lesdes liquenoides, placas hiperqueratéticas e abertura oral
limitada secundaria a esclerose.

A condicao oral é geralmente leve, embora moderada a lesbes severas e, ulceradas
graves também podem ser observadas, o que fortalece esta pesquisa, onde foram
encontradas lesdes orais em cGVHD, de forma leve. Em contrapartida, ndo foi realizado
estudo em pacientes com GVHD aguda. De acordo com a literatura, o TNF-a estimula a
producdo de colageno por fibroblastos, produzindo lesbes fibréticas na cGVHD (Reedy
et al.; 2003; Harris et al.; 2013; Yu et al.; 2016). Zhang et al.; 2015 também afirmam que
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existem fortes evidéncias que apoiam a correlacdo entre niveis de TNF-a e GVHD.

Essas afirmacdes induziriam, nesta pesquisa, a esperar que o TNFa exibisse
resultado positivo nos casos de lesbes de cGVHD. Entretanto, as principais drogas
imunossupressoras utilizadas na profilaxia da GVHD apresentam agéo anti-inflamatéria por
inibirem a liberagdo de TNFa, IFNy, IL-12, IL- 6 (Bressan, 2010), o que poderia justificar a
auséncia de marcacgéo para essa proteina neste estudo, relacionado aos casos.

A marcacao dos macrofagos (CD68+) foi positiva em todas as lesdes estudadas,
cuja intensidade do sinal foi maior nas lesdes de GVHD, fortalecendo os dados descritos
na literatura, que sugerem que macrofagos (CD68+) sdo células que se apresentam em
quantidade significativamente maior no infiltrado inflamatério de pacientes com cGVHD do
que aqueles que ndo apresentam a doenca (Soares et al.; 2005).

Estudos sugerem que a densidade do infilirado inflamatorio da cGVHD bucal
apresenta relagdo com focos da doenca em outros 6rgdos (Nakamura et al.; 1996). Sabe-
se que a COX-2 esta presente em pequenas quantidades nos tecidos, mas aumenta
sua concentracdo ap6s uma lesdo, ou pode ser induzida por estimulos como horménios,
citocinas (interleucina-1, TNF-a), fatores de crescimento (TGF-B) e promotores tumorais
(Van et al., 2002; Andrade, 2014).

Vizoni et al.; 2008; Wu et al.; 2010; Schroeder et al.; 2011 concordam que o TGF- B8
tem sua expresséo aumenta durante o desenvolvimento da cGVHD. Entretanto, nas lesGes
bucais de cGVHD aqui estudadas, verificou-se a expressado desta proteina em todos os
tipos de lesdes.

A CD1, proteina que tem um importante papel no ciclo celular, apresentou marcagéo
fraca nas lesbes de granuloma piogénico e mucocele. Nas demais lesdes, ndo houve
marcacao. Essa expressdo sugere que a proliferagdo celular nas lesbes € resultante do
reparo tecidual. Tal resultado se justifica, pois, em lesGes de natureza ndo neopléasica, a
atividade proliferativa é baixa, o que foi mostrado nesta pesquisa.

O tratamento oral da cGVHD é importante para aliviar os sintomas, manter a
qualidade de vida, diminuir complica¢des e possivelmente impedir a transformagéao maligna.
Esterbides sistémicos sdo a primeira linha de tratamento com cGVHD, e os esterbides
topicos sdo meios no tratamento quando os tecidos orais sdo resistentes a esterbides
sistémicos ou quando os tecidos orais sdo os Unicos locais de envolvimento (Zadik et
al.;2017).

Levando em consideragdo a importancia das lesbes bucais de cGVHD no
diagnostico precoce da doenca e na qualidade de vida do paciente, € necessario que novos
estudos sejam realizados com um numero maior de casos, para fortalecer os resultados
encontrados a respeito das proteinas estudadas e elucidar os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento das les6es da cGVHD, de forma que auxiliem na prevencéo e tratamento
da doenca.
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