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RESUMO

A hepatite C cronica afeta aproximadamente 3% da populagdo mundial e se tornou a maior
responsavel por cirrose e transplante hepatico no mundo Ocidental. E causada pelo virus da
hepatite C, sendo a inflamacdo hepéatica uma das consequéncias da infeccdo. Dentre as
alteracdes consideradas extra-hepaticas ligadas as glandulas salivares, a sindrome sicca
afeta 4 a 57% dos pacientes. No entanto, poucos estudos buscaram esclarecer a composicéo
do infiltrado inflamatério glandular e sua possivel relagdo com outras caracteristicas da
doenca. O presente estudo objetivou caracterizar a composicao e a distribuicdo do infiltrado
inflamatdrio presente em glandulas salivares menores de pacientes portadores de hepatite C
cronica, comparando com o infiltrado presente em figado e com dados laboratoriais dos
pacientes. Foi realizada técnica de imunoistoquimica para CD3 (linfécitos T), CD20 (linfécitos
B), CD8 (linfocitos T citotdxicos), CD4 (linfécitos T helper), CD57 (células natural killer), CD68
(macréfagos) e S100 (células dendriticas) em 61 amostras de glandulas salivares e 59 de
figado. Os resultados foram expressos em porcentagem de células positivas. Quanto ao
padrdo de distribuicdo, o infiltrado inflamatério foi classificado em focal ou difuso. Testes
estatisticos Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, ANOVA e “t” de Student foram empregados e
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O infiltrado inflamatdrio
apresentou distribuicdo difusa em 57,4% das glandulas e 13,6% de figado. Células CD3" e
CD20* foram as mais frequentes em ambos os tecidos, com razdo CD3/CD20 de 1,17 em
glandula e 1,90 em figado. A razdo CD4/CD8 em glandula foi 0,30 e em figado, 1,06. Células
CD57*, CD68* e S100* representaram baixa porcentagem em ambos os tecidos. indices
maiores de CD3", CD20" e CD8* (p<0,05) foram encontrados no infiltrado glandular focal,
guando comparado com difuso. Comparacdes entre todos os indices em glandula salivar e
grau METAVIR (A0, Al ou A2), gendtipo viral (1a, 1b ou 3a), carga viral (baixa ou alta) e
presenca de HCV RNA na glandula (presente ou ausente) ndo revelaram significancia
estatistica (p>0,05). Todas as comparacdes entre os indices de glandula salivar e figado
mostraram significancia estatistica (p<0,05), com todos os marcadores, exceto S1007,
apresentando indices maiores em figado. Concluiu-se que o infiltrado inflamatério presente
em glandulas salivares de pacientes com hepatite C cronica é composto principalmente por
linfocitos T e B, destacando-se os linfocitos T citotdxicos. A porcentagem dos subtipos
leucocitarios presentes em glandula salivar esta relacionada ao seu padrdo de distribuicéo,
mas ndo ao grau METAVIR, gendtipo, carga viral e presenca local do virus. Os mesmos tipos
celulares observados no infiltrado inflamatério do figado podem ser visualizados nas
glandulas, exceto os linfocitos T helper, que sdo escassos neste tecido, porém o figado
apresenta maior proporcédo de células.

Palavras-chave: hepatite C, glandula salivar, inflamacao, figado, imunoistoquimica, HCV.



ABSTRACT
Inflammatory infiltrate in salivary glands and liver of patients with chronic hepatitis C:

pattern of distribution and immunophenotype.

Chronic hepatitis C affects over 3% of global population and has become the major cause of
cirrhosis and hepatic transplantation in Occidental world. It is caused by the hepatitis C virus
and hepatic inflammation is one of the consequences of the infection. Among extra-hepatic
alterations related to salivary glands, sicca syndrome affects between 4 and 57% of patients.
Nevertheless, few studies intended to elucidate the composition of the inflammatory infiltrate
and its possible relation to other features of the disease. The present study aimed to
characterize the composition and distribution of the inflammatory infiltrate seen in minor
salivary glands of patients with chronic hepatitis C, comparing with liver inflammation and
laboratorial data of patients. Immunohistochemistry was performed to CD3 (T lymphocytes),
CD20 (B lymphocytes), CD8 (cytotoxic T lymphocytes), CD4 (helper T lymphocytes), CD57
(natural killer cells), CD68 (macrophages), and S100 (dendritic cells) in 61 samples of salivary
glands and 59 of liver. Results were expressed in percentage of positive cells. The pattern of
distribution of the inflammatory infiltrate was classified as focal or diffuse. Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney, ANOVA e “t” de Student statistical tests were used and p values lower than
0.05 were considered statistically significant. Diffuse inflammatory infiltrate was present in
57.4% of salivary glands and in 13.6% of liver biopsies. CD3" and CD20* were the most
frequent cells in both tissues, with a CD3/CD20 ratio of 1.17 in salivary glands and 1.90 in liver.
CD47/CD8" ratio in salivary glands was 0.30 and 1.06 in liver. CD57%, CD68", and S100* were
found in a low percentage in both tissues. Higher CD3*, CD20*, and CD8* indexes (p<0.05)
were seen in SG with focal infiltrate than with diffuse infiltrate. Comparisons of all markers in
salivary glands and METAVIR grade (A0, Al or A2), viral genotype (1a, 1b or 3a), viral load
(low or high), and presence of HCV RNA in salivary gland (present or absent) were not
statistically significant (p>0.05). Comparison between all salivary glands and liver indexes
revealed statistically significant differences (p<0.05), with higher indexes found in liver, except
S100*. We concluded that T and B lymphocytes were the most common leucocytes found in
salivary glands of patients with chronic hepatitis C, especially cytotoxic T cells. The percentage
of leucocyte subtypes detected in salivary glands is related to the distribution pattern of
inflammation, but not to METAVIR grade, viral genotype, viral load, and local presence of HCV
RNA. The same inflammatory cells found in liver can be seen in salivary glands, except CD4*,

which were scarce in this tissue, but liver reveals a higher proportion of cells.

Key words: hepatitis C, inflammation, salivary glands, liver, immunohistochemistry, HCV.
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HCV - virus da hepatite C

HCV-RNA — 4cido ribonucleico do virus da hepatite C
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NK — natural killer

PCR - reagédo em cadeia da polimerase

TNF — fator de necrose tumoral
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1 INTRODUCAO
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A hepatite C representa um grave problema de saulde publica no mundo e no Brasil,
com altas taxas de mortalidade e morbidade. Estima-se que 2,5 a 10,0% da popula¢éo
brasileira seja portadora do virus da hepatite C (HCV) (BRASIL, 2011). O figado é o 6rgao-
alvo do HCV e, dentre as alteracdes hepéticas por ele induzidas, estd a presenca de um
infiltrado inflamatério em graus variados (LEFKOWITCH, 2007). Além das manifestacdes
hepaticas, os pacientes infectados pelo HCV podem apresentar manifestacbes extra-
hepaticas durante o curso da doenca (CACOUB et al., 1999; GALOSSI et al., 2007; KO et al.,
2012), dentre as quais, alteragfes de glandulas salivares, como as sialoadenites e sindrome
Sjogren-like (HADDAD et al., 1992; GROSSMANN et al., 2009; VITALI, 2011; KO et al., 2012,).
O exame histolégico de glandulas salivares de pacientes infectados por HCV comumente
revela infiltrado linfocitico, podendo haver atrofia acinar e ductos glandulares preservados
(HADDAD et al., 1992; JACOBSON et al., 2010; VITALI, 2011; KO et al., 2012). Apesar do
acometimento das glandulas salivares em pacientes HCV positivos ser muito relatado e
discutido, a etiopatogénese dessas alteragfes ainda € pouco esclarecida. Nao esté claro se
as alteracdes sdo causadas diretamente pelo HCV, através da destruicao do tecido glandular
pela replicacao viral, ou, indiretamente, através de uma resposta imune induzida pelo virus
(ROY e BAGG, 1999; RAMOS-CASALS et al.,, 2002; OHOKA et al.,, 2003; CARROZZO,
2008a). Neste sentido, o estudo e o entendimento da resposta imune-inflamatéria presente
nas glandulas salivares necessita investigacdes, a fim de se compreender melhor os
mecanismos associados a esta provavel manifestacdo extra-hepatica da hepatite C crénica e
sua possivel relacdo com a resposta imune-inflamatéria presente no figado infectado pelo

HCV.
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2.1 Hepatite C crbnica e virus da hepatite C

A hepatite C manifesta-se geralmente de maneira crbnica, silenciosa e grave, com
altas taxas de mortalidade e morbidade, representando um grave problema de salde publica
no Brasil e no mundo (BRASIL, 2008). Apesar de existir uma variagdo geografica na
prevaléncia de infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV), estima-se que 3% da populacéo
mundial seja afetada, o0 que representa aproximadamente 180 milhdes de pessoas infectadas
(HOUGHTON, 2009; GHANY et al., 2009). No Brasil, a prevaléncia estimada é de 2,5 a 10,0%,
sendo que a infeccao pelo HCV se tornou a maior responsavel por cirrose e transplante
hepatico no mundo Ocidental (BRASIL, 2011).

O HCV é o agente etiolégico da hepatite C e sua transmissao se da pelo contato com
sangue contaminado, como em transfusdes sanguineas, exposi¢cdes percutaneas, uso de
drogas injetaveis e/ou inalaveis e tratamento de hemodialise (BRASIL, 2011). Existem
também relatos de transmissao vertical e sexual, além de grande nimero de portadores (10
a 43%) cuja forma de contagio néo é identificada (HERMIDA et al., 2002; DE ARAUJO et al.,
2007; BRASIL, 2011). Em 70 a 85% dos casos a doenga se cronifica, geralmente de forma
assintomética, sendo que um quarto a um terco evolui para formas histolégicas graves ao
longo de 20 anos (LAUER e WALKER, 2001; BRASIL, 2008).

O diagndstico da hepatite C é feito pela identificacdo sorolégica de anticorpos anti-
HCV através do teste de ELISA, seguida por detec¢do do RNA viral no sangue (POYNARD et
al., 2003; BRASIL, 2011). Como nao ha vacina para a hepatite C, grande enfoque deve ser
dado na prevencéo da doenca (DE ARAUJO et al., 2007; BRASIL, 2008).

O HCYV foi identificado em 1989 por CHOO e colaboradores e trata-se de um virus
envelopado de RNA de fita Unica. Este material genético codifica uma poliproteina precursora,
a qual é processada e origina proteinas estruturais (core, E1, E2) e ndo estruturais (NS2, NS3,
NS4a, NS4b, NS5a e NS5b) (MAJOR e FEINSTONE, 1997; LAUER e WALKER, 2001;
DUBUISSON, 2007; HOUGHTON, 2009). Ja foram identificados seis genétipos de HCV, com

mais de cinquenta subtipos, e esta diversidade pode estar relacionada a variedade antigénica
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e hioldgica observada nos pacientes, como a resposta ao tratamento (LAUER e WALKER,
2001; ALI e ZEIN, 2005; REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; LE GUILLOU-GUILLEMETTE
et al., 2007; HOUGHTON, 2009).

Além da infeccdo principal nas células hepaticas, sédo relatados o sialotropismo e o
linfotropismo do HCV (RAMOS-CASALS et al., 2001; ALI e ZEIN, 2005; BLACKARD, et al.,
2006; GALOSSI et al., 2007; GROSSMANN et al., 2009). Estudos buscam identificar células
nao hepéticas nas quais a replicacdo viral poderia ocorrer, tais como células sanguineas
periféricas, pancreas, tireoide, glandula adrenal, mucosa bucal e pele, entre outras (DE VITA

et al., 2000; LASKUS et al., 2000; NAGAO et al., 2000; BLACKARD, et al., 2006).

2.2 Resposta imune-inflamatdria a infec¢éo pelo HCV

2.2.1 Resposta imune inata

A resposta imune inata é a mais precoce, constituindo a primeira linha de defesa do
organismo. E composta por barreiras fisicas, proteinas do sangue, citocinas e células como
os neutrofilos, eosindéfilos, macréfagos e células natural killer (NK) (ABBAS, et al., 2011).
Essas células tém funcbes de fagocitose de patégenos, lise de células infectadas, producéo
de citocinas e quimiocinas. Uma revisdo recente aborda o0s aspectos moleculares
relacionados a resposta imune inata e adaptativa frente a infeccao pelo HCV (ROSEN, 2013).
Um dos primeiros mecanismos desencadeados € a produc¢éo de interferon (IFN) a e B pela
célula infectada (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005). Estas citocinas podem atuar de
maneira autécrina e paracrina, ativando mecanismos protetores da infeccdo de células
adjacentes e induzindo genes efetores da resposta do hospedeiro a infec¢do. Além disso, 0s
IFN estimulam a producao de substancias de acao antiviral que inibem a sintese de proteinas
ou que favorecem a degradacdo do genoma viral, por exemplo. Assim, € gerado um estado
antiviral nas células infectadas e adjacentes, tornando-as resistentes a infec¢éo e bloqueando

a replicacéo viral (LLOYD et al., 2007; IRSHAD et al., 2008; SPENGLER et al., 2013). No
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entanto, o HCV parece ser resistente a estes efeitos, frequentemente progredindo para a
infeccdo crbnica (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005).

Os macréfagos estdo envolvidos na defesa do hospedeiro, cicatrizacao de feridas e
na regulacao da resposta imune (MOSSER e EDWARDS, 2008). Os macréfagos encontrados
no figado podem ser residentes, também chamados de células de Kupffer, ou infiltrantes.
Ambos sdo CD68*, porém os residentes tendem a apresentar formato estrelado ou alongado,
enguanto os infiltrantes apresentam morfologia arredondada (McGUINNESS et al., 2000). Foi
demonstrado que a densidade de células CD68* é maior em figados infectados cronicamente
pelo HCV, quando comparado a figados sem esta infeccdo (McGUINNESS et al., 2000). Os
macrdéfagos residentes do figado infectado por HCV sao capazes de endocitar antigenos
virais, processa-los e apresenta-los a outras células imunes (SZABO e DOLGANIUC, 2006;
PROTZER et al.,, 2012). Além disso, os macrofagos ativados podem assumir um perfil
citotoxico e destruir diretamente os hepatécitos infectados através da producdo de anions
superdxido e radicais de oxigénio e nitrogénio, contribuindo para o dano tecidual
(McGUINNESS et al., 2000; SZABO e DOLGANIUC, 2006; MOSSER e EDWARDS, 2008).
Outra funcdo importante destas células na infec¢do pelo HCV é a producdo de citocinas,
destacando-se o fator de necrose tumoral (TNF)-a e a interleucina (IL)-10, sendo esta ultima
de funcdo inibitéria de LT e células NK (McGUINNESS et al., 2000; HOSOMURA et al., 2011;
PROTZER et al., 2012). Esta produc¢éao pode ser estimulada por proteinas virais ou por outras
citocinas, como o IFN-y (McGUINNESS et al., 2000; HOSOMURA et al., 2011).

As células NK sdo as principais células efetoras da resposta imune inata, sendo
capazes de reagir contra seus alvos sem necessidade de uma ligagéo prévia. As principais
funcdes das células NK s&o a citotoxicidade direta e a producéo de citocinas, principalmente
IFN-y e TNF-o (LUNEMANN et al.,, 2012; SPENGLER et al., 2013). O figado sadio é
particularmente rico em células NK, porém estas estéo reduzidas em nimero na infec¢éo pelo
HCV (AHMAD e ALVAREZ, 2004; PROTZER et al., 2012). Sabe-se que IFN-a endoégeno &

secretado pelos hepatécitos em figados infectados por HCV, sendo este um potente ativador
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de células NK (AHMAD e ALVAREZ, 2004; SPAAN et al., 2012). No entanto, foi relatado que
proteinas do HCV podem interferir na funcéo destas células, as quais passam a apresentam
menor ativagcdo, menor producdo de citocinas e menor capacidade de ativar células
dendriticas (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; PROTZER et al., 2012). A funcao efetora
das células NK esta relacionada a sua capacidade de eliminar hepatocitos infectados por HCV.
Esta eliminacdo pode ocorrer diretamente, através de moléculas citotoxicas como granzima e
perforina, e indiretamente, pela secrecdo de citocinas como IFN-y e TNF-a, que levam a
supressdo da replicacdo viral, além da ativagcdo de respostas imunes adaptativas
subsequentes (AHMAD e ALVAREZ, 2004; IRSHAD et al., 2008; BOZZANO et al., 2012;
MONDELLI et al., 2012; SPAAN et al., 2012). Assim, as células NK ativadas tém um papel
importante na ativacao de outras células NK, macrofagos e linfécitos B, além de participarem
do recrutamento de linfocitos T virus-especificos (TEIXEIRA, 2005; SZABO e DOLGANIUC,
2006; IRSHAD et al., 2008). Além disso, estas citocinas participam na inducdo do estado
antiviral nas células hepaticas adjacentes as infectadas, explicado anteriormente (IRSHAD et
al., 2008).

As células dendriticas representam importantes células apresentadoras de antigenos
e tem papel importante na ligacdo entre as respostas inata e adaptativa, pois quando
estimuladas por patégenos, sdo capazes de induzir a ativagdo de linfocitos T antigeno-
especificos (RYAN e O’'FARRELLY, 2011; LOSIKOFF et al., 2012; SPAAN et al., 2012). Apés
encontrar o patdégeno, as células dendriticas sdo ativadas, ou seja, apresentam maior
expressao do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e producédo de quimiocinas e
citocinas como o IFN-y, IFN-a e IL-12. Ap6s a migracao das células dendriticas ativadas para
os linfonodos, ocorre uma interacdo com linfécitos T, levando a ativacdo dos mesmos
(LOSIKOFF et al., 2012; SPAAN et al., 2012). As células dendriticas sdo numerosas em figado
de pacientes com hepatite C crdnica. No entanto, ha contradi¢cdes se as fun¢cdes das mesmas
estariam intactas ou prejudicadas na infeccdo crénica pelo HCV (LOSIKOFF et al., 2012;
SPAAN et al., 2012). Nao obstante, sabe-se que, uma vez ligadas a proteinas do HCV, as

células dendriticas sado induzidas a maturar (IRSHAD et al., 2008). Estas células, entao,
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passam a apresentar um aumento de expressdao de moléculas de superficie, capacidade
aumentada de estimular proliferacéo de linfécitos T e producéo de IFN-y (IRSHAD et al., 2008).
Além disso, sdo capazes de influenciar a polarizacdo da resposta dos linfécitos T auxiliares
em Thl, pela secrecdo de IL-12, ou T regulatérias, pela secrecao de IL-10 (SZABO e
DOLGANIUC, 2006; RYAN e O'FARRELLY, 2011). Desta forma, a resposta precoce das
células dendriticas a infec¢do pelo HCV é critica na determinacdo do curso e desfecho -
resolucao ou cronificagéo - da doenca (IRSHAD et al., 2008). Como muitas proteinas HCV
séo capazes de inibir as fungfes de células dendriticas, as fun¢fes dos linfécitos T auxiliares
e citotoxicos sdo consequentemente debilitadas em pacientes portadores crénicos do HCV,
sendo este um dos mecanismos que o HCV usa para enfraguecer a resposta imune do

hospedeiro contra o virus (SZABO e DOLGANIUC, 2006; IRSHAD et al., 2008).

2.2.2 Resposta imune adaptativa

A resposta imune adaptativa € mais tardia e especializada, sendo seus principais
componentes efetores os linfocitos T (LT) e B (LB) (VOLTARELLI, 2009).

Os LT reconhecem antigenos apenas se estes forem previamente processados pelas
células apresentadoras de antigenos e apresentados em associacdo as moléculas do MHC
tipo | ou tipo Il. Sinais positivos e negativos trocados entre as células apresentadoras de
antigenos e LT sdo necessarios para promover uma resposta eficiente contra antigenos
exdgenos, mas também para limitar esta ativacéo a fim de evitar um dano imune adicional ou
autoimunidade (CIUFFREDA e KIM, 2011).

Os LT citotoxicos (CD8") reconhecem os fragmentos de antigenos associados ao MHC
tipo I, que é expresso em todas as células nucleadas do organismo e plaquetas. Os LT CD8*
séo o principal grupo celular na vigilancia contra infec¢des virais e participam na eliminacdo
desses patdgenos, uma vez que podem induzir a lise de células infectadas através de
perforina, granzima e indugédo de apoptose via Fas-FasL (FOCACCIA, 2003; LLOYD et al.,
2007; SEMMO e KLENERMAN, 2007; IRSHAD et al., 2008; PROTZER et al., 2012;

SPENGLER et al., 2013). Os LT CD8* também apresentam atividade antiviral nao citolitica,
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através de secrecao de citocinas como IFN-y, IFN-a/f e TNF-a, tornando as células néo
infectadas resistentes a infeccdo e paralisando a replicacdo viral nas células infectadas
(LLOYD et al., 2007; IRSHAD et al., 2008).

Na infec¢@o aguda pelo HCV, a eliminagédo espontanea do virus € associada a uma
resposta de LT CD8*" precoce, vigorosa e multiespecifica (LI e SCHWARZ, 2002,
REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; LLOYD et al., 2007). No entanto, na maioria dos
pacientes as respostas CD8* especificas sao fracas, com poucas células reconhecendo
poucos epitopos e, portanto, incapazes de eliminar o virus completamente, resultando na
infeccdo cronica pelo HCV (LI e SCHWARZ, 2002; SZABO e DOLGANIUC, 2006;
REHERMANN, 2009).

Ja os LT auxiliares (CD4%) sédo restritos ao reconhecimento via MHC tipo Il, que é
expresso por uma populacao restrita de células, como as células dendriticas, macr6fagos
ativados e LB (LI e SCHWARZ, 2002; VOLTARELLI, 2009; CIUFFREDA e KIM, 2011). Uma
vez estimulados, os LT CD4* podem apresentar padrdes de resposta distintos, Thl e Th2,
entre outros, dependendo das citocinas que secretam (LI e SCHWARZ, 2002; VOLTARELLI,
2009; SWAIN et al., 2012). No padréo de resposta Thl, as células secretam IL-12, IFN-y e
TNF-a, € em geral estimulam LT CD8*, macrofagos e células NK (LI e SCHWARZ, 2002;
FOCACCIA, 2003; SZABO e DOLGANIUC, 2006; SWAIN et al., 2012). Ja na resposta Th2
sdo secretadas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, as quais estimulam os LB e,
consequentemente, a producdo de anticorpos (LI e SCHWARZ, 2002; FOCACCIA, 2003;
SZABO e DOLGANIUC, 2006; SWAIN et al., 2012). Vale ressaltar que as respostas Thl e Th2
tém efeito inibitério entre si (LI e SCHWARZ, 2002).

Os LT CD4* sao considerados criticos para as respostas celular e humoral contra o
HCV (LLOYD et al., 2007). Durante a infeccdo cronica pelo HCV, a resposta e proliferacéo de
LT CD4* HCV-especificos sado tipicamente descritas como fracas ou ausentes, com fun¢des
efetoras prejudicadas (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; SZABO e DOLGANIUC, 2006;

SEMMO e KLENERMAN, 2007; REHERMANN, 2009). Além disso, o figado de pacientes
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HCV-positivos contém um alto indice de LT CD4* regulatérios, que sédo capazes de inibir a
funcéo de LT CD8* e CD4" e células NK (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; PROTZER et
al., 2012). Também foi relatado que os LT CD4* estdo em menor nimero que os LT CD8* no
figado infectado cronicamente (PROTZER et al., 2012). Apesar dos LT CD4" ndo mediarem
diretamente a injdria aos hepatdcitos na infeccéo pelo HCV, eles séo cruciais na facilitacdo de
outros mecanismos imunes antivirais, como o aumento nas funcbes efetoras de LT CD8"
(SZABO e DOLGANIUC, 2006). Ainda néo esté claro como uma intensa resposta de LT CD4*
leva ao clearance viral, porém € aceito que uma resposta precoce, intensa, multiespecifica e
com perfil Thl é associada a clearance viral e resolu¢cdo da doenca, ao passo que uma
resposta estritamente focada, tardia e com perfil Th2 é associada a infecgdo crénica (LI e
SCHWARZ, 2002; FOCACCIA, 2003; LLOYD et al., 2007; SEMMO e KLENERMAN, 2007;
IRSHAD et al., 2008). Uma hipétese sobre a ocorréncia da resposta Th2 na infec¢éo crbénica
pelo HCV estaria na funcao deficitaria das células dendriticas, possivelmente pela inibicdo da
IL-12. Desta forma, haveria inibicdo da resposta Thl, favorecendo a resposta Th2 (SEMMO e
KLENERMAN, 2007).

Existe evidéncia limitada para um papel significante dos anticorpos anti-HCV no
clearance viral e na protecéo contra a reinfeccdo pelo HCV (LI e SCHWARZ, 2002; LLOYD et
al., 2007). Uma possivel explicacdo € o fato de estes anticorpos parecerem ter como alvo a
regido hipervariavel 1 da proteina E2 do HCV que, com mutacdes, leva ao surgimento de
guasispecies que escapam da neutralizacdo (LLOYD et al., 2007; PROTZER et al., 2012).
N&o obstante, os anticorpos anti-HCV podem estar envolvidos nos aspectos imunol6gicos das
manifestacdes extra-hepaticas do HCV (LI e SCHWARZ, 2002).

A despeito da resposta imune inata e adaptativa desencadeada frente a infec¢éo pelo
HCV, a maioria dos pacientes contaminados evolui para cronificacdo da doenca, sugerindo
uma inabilidade da resposta antiviral em conter a infeccdo, seja por funcdes efetoras
comprometidas, seja pela regulacédo da resposta, a fim de evitar dano tecidual exacerbado.
Neste contexto, o préprio HCV também tem papel importante, pois apresenta mecanismos de

evasdo a resposta imunolégica. Dentre as possiveis razbes para esta falha, estdo: o
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surgimento de variantes virais de escape, como resultado da alta taxa de mutagédo do HCV;
apresentacdo comprometida de antigeno pelas células dendriticas; capacidade do HCV de
favorecer a resposta Th2 a despeito da Th1l; diminuicdo da producado de citocinas antivirais;
delecao, disfuncdo, inativacdo ou exaustao de células T; potencial citolitico comprometido dos
LT CD8*; participacdo de células T regulatérias na supressao da resposta de LT CD8" e de
células NK (LI e SCHWARZ, 2002; REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; THIMME et al.,
2006; LLOYD et al., 2007; IRSHAD et al., 2008; REHERMANN, 2009; PROTZER et al., 2012;

SPENGLER et al., 2013).

2.3 Alteracdes hepaticas na infeccao pelo HCV

A patogenicidade do HCV esté relacionada ao dano ao hepatécito e a persisténcia
viral. Frente a infeccéo persistente no figado, € disparada continuamente uma resposta imune
gue induz a destrui¢cdo do hepatdécito. Assim, o sistema imune parece desempenhar um papel
duplo: a limitag&do da replicagdo do HCV e estabelecimento da lesédo tecidual, ja que o HCV
nao é diretamente citopatico (LI e SCHWARZ, 2002; FOCACCIA, 2003; BRASIL, 2011;
ZAMPINO et al., 2013).

As caracteristicas histolégicas desta infeccdo hepatica crénica incluem a presenca de
inflamacao, fibrose e alteracBes hepatocelulares (degeneracao balonizante e apoptose). Uma
caracteristica tipica da hepatite C é o infiltrado de uma colecdo de linfécitos no tecido
conjuntivo do espaco portal, onde foliculos linfoides com centros germinativos também podem
estar presentes, embora mais raramente (LEFKOWITCH, 2007).

Em um estudo imunoistoquimico realizado por FRENI e colaboradores (1995), foi
demonstrado que o infiltrado hepatico periportal de pacientes portadores de HCV era
predominantemente de células T (78%), com razdo CD4*/CD8* de 0,3. As células CD20*
representaram 18%, macrofagos 5%, células NK 3% e células dendriticas foliculares nao

foram encontradas. Uma composicao semelhante foi observada no infiltrado intralobular. J&
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nos foliculos linfoides primarios observados no figado destes pacientes, as células T
representavam 28 a 68% do infiltrado, sendo que as CD4* eram localizadas mais ao centro e
CD8* na periferia do foliculo. As células B representaram 36 a 73%; macrofagos e células NK
eram escassos. Os autores destacam a alta prevaléncia dos foliculos linfoides em figado na
hepatite C e que a composi¢do celular dos mesmos €, de maneira geral, bem definida e
constante, assemelhando-se aos foliculos linfoides priméarios dos linfonodos. No entanto, a
funcao destes foliculos ndo € bem esclarecida.

FREEMAN e colaboradores (2001) também afirmam que existe uma predominancia
de LT CD8* sobre LT CD4" no infiltrado inflamatério hepatico caracteristico da hepatite C
cronica. Estes autores relataram que os LT CD4* sdo confinados as areas portais e periportais,
enquanto os LT CD8* sdo vistos também no infiltrado lobular, sugerindo que estas células
podem contribuir para o dano hepatocelular.

Entretanto, VISO e colaboradores (2007) demonstraram predominio de células CD4*
sobre CD8" em amostras hepaticas de pacientes portadores de HCV. Posteriormente, o
mesmo grupo de pesquisadores (VISO et al., 2010) comparou a imunoexpressédo de CD4™,
CD8*, CD68*, S100*, CD57* e CD45R0O" em amostras de figado HCV paositivas e negativas.
Nos casos HCV positivos, houve maior nimero de células CD4* e CD8* e menor de S100%,
além de predominio de células CD4* sobre CD8".

WALEWSKA-ZIELECKA e colaboradores (2008) caracterizaram o imunofenétipo das
células inflamatérias presentes em figado de pacientes com hepatite B e C, as quais
apresentaram a mesma composi¢do fenotipica. Entretanto, na hepatite C a formacéo de
foliculos linfoides com centros germinativos foi mais comum. Os autores relatam que linfécitos
de fenétipo indutor de auxiliar (CD4*CD45R0O™) constituiram a maior porcentagem de células
(50%-60%). Ja os LT CD8" perfizeram 20-25% das células. Os LB CD20* representaram 5%-
10% do infiltrado. Macrofagos CD68* foram encontrados em foliculos linfoides e centros
germinativos. Células NK CD56" perfizeram apenas 1%-2% do infiltrado. A razado CD4*/CD8*
foi maior que 1,5. Os autores relatam ainda que ndo houve associagdo entre o grau de

inflamacdo e a expressdo de antigenos de HCV, detectados em material congelado por
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imunofluorescéncia. Entretanto, a presenca de antigenos HCV era frequentemente
acompanhada por infiltrado inflamatério.

NGUYEN e colaboradores (2013) demonstraram que o numero de leucdcitos
identificados foi menor nos lébulos que nos espacos-porta. Em relacdo aos subtipos
leucocitarios identificados, no espaco porta houve predominio de LT CD4*, com presenca de
CD8*. As células CD20* foram encontradas comumente em agregados linfoides e as CD68*
estavam dispersas uniformemente. J& nos I6bulos, houve predominio de CD8*, com poucas

CD4*, auséncia de CD20* e numerosas células CD68*.

2.4 Afeccdes das glandulas salivares na hepatite C crénica

Aproximadamente 40-75% dos pacientes infectados pelo HCV apresentam uma
manifestacao extra-hepética durante o curso da doenca (CACOUB et al., 1999; PALEKAR e
HARRISON, 2005; BLACKARD et al., 2006; GALOSSI et al., 2007; KO et al., 2012), sendo
gue a maioria delas parece ser mediada imunologicamente, representando efeito secundario
da resposta imune do hospedeiro e nao efeito citopatico viral direto (ROY e BAGG, 1999;
BONKOVSKY e MEHTA, 2001; LAUER e WALKER, 2001; RAMOS-CASALS et al., 2002;
OHOKA et al., 2003; CARROZZO0, 2008a; KO et al., 2012; ZAMPINO et al., 2013). Além disso,
uma possivel participacdo do linfotropismo atribuido ao HCV na patogénese das
manifestacdes extra-hepaticas também é discutido (BLACKARD et al., 2006).

Dentre as manifestacdes extra-hepéticas, encontram-se doencas hematolédgicas,
linfoides, enddcrinas, dermatoldgicas, renais, neuromusculares, articulares, autoimunes, além
de alteracbes em glandulas salivares e lacrimais (CARROZZO e GANDOLFO, 2003;
PALEKAR e HARRISON, 2005; GALOSSI et al.,, 2007; KO et al., 2012). Destacam-se a
crioglobulinemia mista, vasculite crioglobulinémica, porfiria cutanea tardia, liquen plano,
glomerulonefrite membranoproliferativa, sindrome de Sjogren, sialoadenite, diabetes mellitus,

linfomas, neuropatia periférica, entre outras (MAYO, 2003; MEDINA et al., 2004; ALI e ZEIN,
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2005; GROSSMANN et al., 2007; GALOSSI et al., 2007; CARROZZO, 2008b; JACOBSON et
al., 2010).

Dentre as alteracfes relacionadas as glandulas salivares, podem ser citadas a
hiposalivacéo, xerostomia e sialoadenite (HADDAD et al., 1992; GROSSMANN et al., 2010 a;
GROSSMANN et al., 2010 b; VITALI, 2011).

GROSSMANN e colaboradores (2010) relataram uma incidéncia de hiposalivacao de
19,1% e xerostomia de 35,3% em pacientes com hepatite C crénica. Estes autores também
observaram que o HCV-RNA foi detectado mais frequentemente na saliva (39,0%) que em
amostras de glandulas salivares (18,5%). No entanto, a detec¢cdo do HCV-RNA na saliva e em
glandulas salivares ndo apresentou correlacdo com fluxo salivar e xerostomia. De forma
similar, FERREIRO e colaboradores (2002) mostraram que o fluxo salivar total ndo esta
relacionado a presenca do virus na saliva.

As investigacdes sobre a presenca do HCV-RNA em saliva de pacientes portadores
de HCV apresentam resultados que variam de 0 & 100% (JORGENSEN et al., 1996; TALIANI
et al., 1997; HERMIDA et al.,, 2002; GONCALVES et al., 2005; SHAFIQUE et al., 2009;
GROSSMANN et al., 2010). Esta grande variabilidade de resultados pode estar associada a
diferencas metodologicas empregadas. Estudos da presenca de HCV na glandula salivar
também revelam resultados conflitantes. Utilizando imunoistoquimica, DE VITA e
colaboradores (1995) e ARRIETA e colaboradores (2001) identificaram o HCV neste tecido,
enquanto VERBAAN e colaboradores (1999) obtiveram resultados negativos e OHOKA e
colaboradores (2003) resultados falso positivos. Além disso, estudos acerca da identificacdo
de HCV-RNA em glandulas salivares através de hibridizacdo in situ e PCR também
demonstram resultados controversos (TAKAMATSU et al., 1992; BIASI et al., 1995; TALIANI
etal., 1997; ARRIETA et al., 2001; OHOKA et al., 2003; GROSSMANN et al., 2010).

Alguns estudos investigaram a presenca de anticorpos anti-HCV em saliva e a maioria
relata resultados de sensibilidade entre 71 e 100% e especificidade entre 86 a 100% (revisdo
em CALDEIRA et al., 2013). No entanto, resultados inferiores de sensibilidade (12,8%-46,3%)

também foram relatados (ACIKGOZ et al., 2009; SHAFIQUE et al., 2009; CALDEIRA et al.,
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2013). Foi demonstrada auséncia de correlagé@o entre a detecgéo de anticorpos anti-HCV em
saliva e a presenca do HCV-RNA em saliva e em glandulas salivares de pacientes com
hepatite C cronica (CALDEIRA et al., 2013).

A sialoadenite encontrada em pacientes HCV-positivos comumente se apresenta
histologicamente semelhante a sindrome de Sjogren. O exame histopatologico de glandulas
salivares menores labiais de pacientes com sindrome de Sjogren caracteriza-se pela
presenca de sialoadenite linfocitica focal, com mais de um foco (50 ou mais células) por 4mm?2
de tecido glandular. Além deste achado, a identificacdo de outras caracteristicas é necessaria
para o diagndstico da sindrome de Sjégren e a infec¢do pelo HCV é considerada um critério
de exclusdo para este diagndstico (VITALI et al., 2002). Portanto, a sialoadenite presente em
pacientes portadores do HCV é chamada de sialoadenite associada ao HCV ou sindrome
Sjogren-like (SCOTT et al., 1997; ROY e BAGG, 1999).

A ocorréncia de sindrome de Sjogren-like nos pacientes portadores crénicos do HCV
varia de 4 a 57% (KO et al.,, 2012). KOIKE e colaboradores (1997) relatam que animais
transgénicos que expressavam genes do envelope de HCV desenvolviam sialoadenite. O
mecanismo pelo qual a infec¢do pelo HCV leva a sindrome Sjogren-like ndo é esclarecido,
porém acredita-se ser um efeito da resposta imune do hospedeiro, mais que um efeito direto
do virus (KO et al., 2012).

Poucas investigacGes buscaram elucidar os componentes inflamatérios encontrados
em glandulas salivares de pacientes HCV positivos (VITALI, 2011). SCOTT e colaboradores
(1997) demonstraram que este infiltrado inflamatério é predominantemente de LT, com poucos
LB. COLL e colaboradores (1997) estudaram trés amostras de glandulas salivares menores e
relataram que, no infiltrado difuso, encontrou-se predominancia de linfécitos CD3* e uma
proporcao de 2:1 entre linfécitos CD4* e CD8*. Ja no infiltrado focal houve predominancia de
linfécitos CD20".

Apesar do acometimento das glandulas salivares em pacientes HCV positivos ser
muito relatado e discutido, a etiopatogénese dessas alteragbes ainda € pouco conhecida.

Neste sentido, o estudo e o entendimento da resposta imune-inflamatdria presente nas
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glandulas salivares necessita de mais investigacdes, a fim de se compreender melhor os
mecanismos associados a esta possivel manifestacdo extra-hepética da hepatite C cronica,
assim como uma possivel associacdo com a resposta inflamatéria hepatica observada nestes

pacientes.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral
Caracterizar comparativamente o infiltrado inflamatério presente em glandulas

salivares menores e figado de pacientes com hepatite C crénica.

3.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar o padrdo de distribuicio e o imunofendtipo do infiltrado
inflamatério presente nas glandulas salivares menores de pacientes com
hepatite C crénica, comparando com amostras de figado.
2. Avaliar a possivel associagdo entre o imunofenétipo do infiltrado inflamatério
glandular e a carga viral, grau de inflamacao hepatica, genotipo e presenca de

HCV-RNA em glandula salivar.
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4 METODOLOGIA
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4.1 Amostras

As amostras de glandulas salivares foram resgatadas de material previamente
coletado e arquivado (GROSSMANN et al., 2010). A época da coleta, glandulas salivares
menores foram obtidas através de bidpsia em labio inferior clinicamente sem alteracoes,
fixadas em formol e incluidas em blocos de parafina. Os pacientes foram voluntarios do
ambulatério de Hepatites Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) que assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Todos apresentavam diagnéstico comprovado de hepatite C crénica (anti-
HCV soroldgico positivo, Elisa Ill, teste qualitativo para HCV-RNA positivo, Amplicor Roche®),
além de ndo terem recebido nenhum tratamento prévio para a doenca. Os pacientes nao
apresentavam nenhuma outra doenca hepatica nem coinfeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana. Também nado apresentavam sintomas sugestivos de Sindrome de
Sjogren. Para o presente estudo, foram utilizados 61 casos que apresentavam material
suficiente para as analises propostas. Os dados clinicos coletados também foram arquivados
em banco de dados (GROSSMANN et al., 2010b).

Os arquivos do Laboratério de Patologia Hepatica do Departamento de Anatomia
Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG foram revisados para amostras de figado de
pacientes com hepatite C cronica. Estas amostras foram obtidas por biépsia por agulha,
fixadas em formol e incluidas em bloco de parafina. Cinquenta e nove casos foram incluidos
no estudo e apresentavam grau A2 segundo o sistema METAVIR de graduac&o. De acordo
com este sistema, a atividade necroinflamatéria é graduada em quatro parametros: A0 =
nenhuma; Al = leve; A2 = moderada; A3 = severa (BEDOSSA e POYNARD, 1996). As
amostras de figado n&o pertenciam aos mesmos pacientes dos quais foram obtidas glandulas
salivares.

A partir dos blocos de parafina de glandula salivar e de figado, foi confeccionado um
corte histolégico de cada caso com 4 um de espessura, corado com hematoxilina e eosina.
Neste material foi realizada a analise do padréo de distribuicdo do infiltrado inflamatério (item

4.2). Além disso, foram feitos 7 cortes com espessura de 3 um, acomodados em laminas com
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carga, utilizados para as reagfes imunoistoquimicas descritas no item 4.3.

4.2 Andlise do padrao de distribuicao do infiltrado inflamatorio

Esta andlise foi feita nas amostras teciduais de glandula salivar e figado. Todos os
campos da lamina corada em hematoxilina e eosina foram avaliados em um microscaépio 6tico
(Carl Zeiss — Axiostar 1122-100). O infiltrado inflamatério foi classificado de acordo com seu
padrdo de distribuicdo no tecido em focal, quando as células inflamatérias formaram
agregados de 50 ou mais células inflamatérias, ou difuso, quando um padrao focal de

distribuicdo néo pode ser observado (VITALI, 2011).

4.3 Reagfes imunoistoquimicas

Foram realizadas reac¢des imunoistoquimicas para os marcadores CD3 (linfécitos T);
CD20 (linfécitos B); CD4 (linfécito T helper); CD8 (linfocito T citotoxico); S-100 (células
dendriticas); CD68 (macrofagos) e CD57 (células natural killer), seguindo o protocolo a seguir.

1. Desparafinizagéo dos cortes histolégicos em xilol seguidos por hidratagdo em banhos
decrescentes de etanol (exceto para CD4, ver quadro 1).

2. Recuperacéo antigénica, conforme descrito no quadro 1.

3. Blogueio da atividade de ligacdo a biotina enddgena, segundo o protocolo e MILLER
e colaboradores (1999).

4, Blogueio da peroxidase endbgena, solugcdo de perdxido de hidrogénio 10 volumes.

5. Incubacdo com anticorpo primario, conforme especificagdes descritas no quadro 1,
por 60 minutos, a temperatura ambiente.

6. Incubacdo com sistema de deteccao, conforme descrito no quadro 1. Para 0s casos
de figado, para todos os anticorpos foi utilizado o sistema Advance (Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, cddigo K4068).

7. Revelacdo da reacdo utilizando-se solugdo cromdgena de 3,3’ diaminobenzidina -
DAB (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, codigo K3468).

8.  Contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer.
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9. Desidratacdo em solu¢bes de etanol em concentracdes crescentes; diafanizagdo em

xilol e montagem com laminulas de vidro e Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn,

EUA, c6digo SP15-500).

Quadro 1 — EspecificacBes das reacdes imunoistoquimicas.

'i‘)r;itli,ggm)o Clone / fabricante Recuperacédo antigénica Diluicdo S(;setteerggét(j)e
Anti-CD4 ;ﬁ;é’a?cifocgéﬁgnat;%q’o Trilogy?, panela de pressdo 1:100 Advance
Anti-S100 Pg:g:&zlr'cgf’"ég d(i:géoznz)%“l‘i”' Sem tratamento 1:500 LSAB
icogy <P Daonosic BuSysems,  Addocitico OO 13500 Advance
Anti-CD57 TBO01, Dako Cytomation, TRIS-EDTA, pH 9.0, banho 1:100 LSAB

Dinamarca, cédigo M7271

maria 96°C, 30 minutos

! Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, cddigo K0O690
2 Cell Marque, Rocklin, CA, EUA, cédigo 920P-07

4.4 Analise da imunomarcacao

A andlise da imunomarcacdo foi realizada por dois observadores calibrados

(coeficiente de correlagdo intraclasse = 0,862), utilizando-se microscépio 6ptico, em aumento

de 400 vezes, com reticulo de contagem acoplado (Carl Zeiss — Axiostar 1122-100). Foram

consideradas imunopositivas as células que apresentaram coloragdo marrom, independente

da intensidade da marcacdo. Para a avaliacdo de S100, apenas células com morfologia

dendritica foram consideradas.

Nos casos onde o infiltrado organizava-se em focos, em cada foco eram contadas 50

células, entre positivas e negativas. Foram avaliados seis focos, totalizando 300 células. Para
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0s casos com infiltrado inflamatério difuso, foram contadas 50 células em cada campo de
maior aumento (400x), entre positivas e negativas. Seis campos foram avaliados, totalizando
300 células. Naqueles casos onde toda a extensao do tecido ndo permitia totalizar a contagem
de seis focos / campos, todos os focos / campos presentes foram avaliados. Os resultados
foram expressos em porcentagem de células positivas.

Posteriormente, foram obtidas as médias de marcacao de cada proteina (CD3, CD20,
CD4, CD8, CD57, CD68, S100) em cada grupo estudado (glandula total, figado total, glandula
foco, glandula difuso, figado foco, figado difuso). O valor da média foi entdo convertido, de
acordo com um sistema de gradacdo semi-quantitativa (adaptado de COLL et al., 1997)

(quadro 2).

Quadro 2: Gradagdo semi-quantitativa para conversdo das médias de marcacao.

Média de marcacéao (%) Graduacao
0a10,0 +
10,1 a 25,0 ++
25,1 a50,0 +++
50,1a 75,0 ++++
75,1a100,0 +H+t++

4.5 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se os programas Minitab® (Minitab Inc.,
State College, PA, EUA) e SPSS® para Windows, verséo 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
Foram realizados testes de normalidade e, posteriormente, foram empregados testes nao-
paramétricos (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney) e paramétricos (ANOVA e “t” de Student).

Valores de p abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4.6 Aspectos éticos e legais
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (ETIC
192/06), obedecendo ao exigido pela legislacdo brasileira, conforme as resolugbes CNS

n®196/96 e 304/00 do Conselho Nacional de Saude, sobre Diretrizes e Normas



Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (vide anexos).
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Objectives: To characterize the immunophenotype and the distribution of the inflammatory infiltrate
(INF) in salivary glands (SG) of patients with chronic hepatitis C, comparing with laboratorial data (geno-
type, viral load, METAVIR, and HCV RNA in SG), and liver.

Methods: INF was classified as diffuse or focal. Immunohistochemistry for CD3, CD20, CD8, CD4, CD57,
CD68, and S100 was performed in 61 SG and 59 livers.

Results: Diffuse INF was more common in SG than in liver. CD3*, CD20", and CD8" were the most frequent
cells in both tissues, with few CD57", CD68", and S100" cells. CD4" cells were common in liver, but rare in
SG. Liver presented higher indexes for all markers, except S100* (p < 0.05). Higher CD3*, CD20*, and CD8*
(p <0.05) were observed in SG with focal infiltrate than with diffuse infiltrate. In liver, CD20* and CD3*
were higher in focal infiltrate, and CD68" in diffuse infiltrate (p < 0.05). Comparisons with laboratorial
data did not show statistical significance.

Conclusions: The INF in SG was mainly composed by T and B lymphocytes, mostly cytotoxic T cells. The
glandular INF can present differences in composition according to its distribution. A more intense inflam-
mation was observed in liver, but similar cell types were identified in SG, except for CD4".

© 2014 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights

reserved.

1. Introduction

Chronic hepatitis C (CHC) is a severe disease that affects over 3%
of global population. It is caused by the hepatitis C virus (HCV),
which infects and replicates in liver, its target organ. Following
infection, in most cases the host immune system fails to eradicate
the virus and a sustained immune-inflammatory response takes
place. Besides its ineffectiveness to eliminate HCV, the immune re-
sponse also damages the liver tissue, leading to inflammation,
fibrosis, and hepatocellular alterations [1].

Hyposalivation, xerostomia, and sialoadenitis are some condi-
tions related to salivary glands (SG) which have been reported in
CHC patients as extra-hepatic manifestations of the HCV infection
[2,3]. Despite the HCV sialotropism reported in the current litera-

* Corresponding author. Address: Universidade Federal de Minas Gerais, Faculd-
ade de Odontologia, sala 3201, Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha, CEP 31.270-901
Belo Horizonte, MG, Brazil. Fax: +55 31 34092472.

E-mail address: pat_caldeira@yahoo.com.br (P.C. Caldeira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.humimm.2014.02.019

ture, the investigation of the presence of HCV in the SG has shown
conflicting results [3-7]. Accordingly, these alterations may repre-
sent secondary effects caused by the persistent systemic immuno-
logical response against HCV infection rather than a local response
to the HCV [7-10].

Previous studies identified a predominance of T lymphocytes
over B lymphocytes in the inflammatory infiltrate (INF) present
in liver of CHC patients [11,12]. Macrophages and natural killer
cells were observed in a small proportion [11,12]. However, con-
cerning SG, few studies aimed to elucidate the composition and
the role of such INF in this group of patients. SCOTT et al. [13],
showed a predominance of T lymphocytes, with few B lympho-
cytes. COLL et al. [14], studied three samples, in which they found
a predominance of T lymphocytes in the diffuse infiltrate, whereas
B lymphocytes were more numerous in focal inflammation.

Therefore, despite many studies and reports on SG involvement
in CHC patients, the etiopathogenesis of these alterations is still
poorly clarified, including the understanding of the INF composi-
tion, distribution, and function. Therefore, this study aimed to

0198-8859/© 2014 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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characterize the composition and the pattern of distribution of the
inflammatory cells in minor SG of patients with CHC, comparing
with laboratorial data of patients, and with liver samples.

2. Material and methods

The experiments were undertaken with the understanding and
written consent of each subject and according to ethical principles,
including the World Medical Association Declaration of Helsinki.
The Ethics Committee of Universidade Federal de Minas Gerais
(196/06) has approved the study protocol.

2.1. Samples

2.1.1. Salivary glands

Samples were retrieved from archived material collected in a
previous study [3], for which SG were obtained through biopsy in
the clinically healthy lower lip mucosa of volunteers from Viral
Hepatitis Reference Center of the Alfa Institute of Gastroenterology
at the Clinics Hospital of Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brazil. Inclusion criteria involved patients with a
confirmed diagnosis of CHC (anti-HCV positive, Elisa Ill, HCV RNA
qualitative test positive, Amplicor Roche™), without any previous
treatment or other concomitant liver disease [3]. Patients with hu-
man immunodeficiency virus infection were excluded, as well as
patients with symptoms of Sjogren syndrome |[3].

Sixty-one cases with formalin-fixed, paraffin-embedded SG tis-
sue were used, and the laboratorial data, i.e. HCV RNA presence in
the SG, METAVIR grade in liver, virus genotype, and viral load were
assessed for comparisons [3].

2.1.2. Liver

Fifty-nine cases of paraffin-embedded tissue obtained through
needle biopsy of liver from patients with CHC presenting grade
A2 in METAVIR were retrieved from the files of Hepatic Pathology
Laboratory of the Pathological Anatomy Department of the School
of Medicine of Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil, and
were included in the study. It was not possible to obtain liver sam-
ples from the same patients who provided SG.

2.2. Pattern of distribution of the inflammatory infiltrate

For this analysis, hematoxylin and eosin-stained slides of both,
SG and liver samples, were evaluated. In each case, the whole tis-
sue was observed under a light microscope (Carl Zeiss - Axiostar
1122-100). The INF was classified as “focal” if inflammatory cells
were arranged in aggregates of 50 or more cells. The infiltrate
was set as “diffuse” if a distinct pattern of distribution could not
be observed [15].

Table 1
Specifications of the immunohistochemistry.

2.3. Immunohistochemical staining

Immunohistochemistry was performed for the following mark-
ers: CD3 (T lymphocytes); CD20 (B lymphocytes); CD8 (cytotoxic T
lymphocytes); CD4 (helper T lymphocytes); S100 (dendritic cells);
CD68 (macrophages) and CD57 (natural killer cells). Specifications
are provided in Table 1. Briefly, 3 pm sections were dewaxed in xy-
lene and hydrated with graded ethanol. After antigen retrieval,
endogenous peroxidase was blocked with a 10v solution of
H,0,. Slides were incubated with the primary antibody for 1 h at
room temperature. Detection was undertaken with ready-to-use
reagents. Reactions were revealed with DAB chromogenic solution
(Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, code K3468). Mayer's
hematoxylin was used for counterstaining. Negative controls were
obtained by omission of primary antibody and samples of muco-
cele with known positive reactivity were included as positive
controls.

2.4. Cell counting and statistical analysis

Cells were considered positive if they presented brown staining,
regardless of the intensity. For S100 staining, positive cells were
considered only if presenting dendritic morphology. Counting
was performed by one investigator using an eyepiece grid in light
microscope (Carl Zeiss - Axiostar 1122-100) under 400 x magnifi-
cation. Positive and negative cells were counted and results were
expressed as percentage of positive cells. For cases with focal infil-
trate, 50 inflammatory cells (positive and negative) were counted
in each focus. Six foci were evaluated in each slide, encompassing
300 cells. For cases with diffuse infiltrate, 50 cells per high-power
field (400x) were counted. Six fields were considered, comprising
300 cells. For those cases in which the whole tissue was smaller
than six fields or foci, all inflammatory cells were considered.

For statistical analyses, Minitab® (Minitab Inc., State College, PA,
USA) and SPSS” for Windows, version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EUA) were used. Normality tests were done. Non-parametric
(Kruskal-Wallis and Mann-Whitney) and parametric tests (ANO-
VA and “Student’s-t”) were used properly. P values lower than
0.05 were considered statistically significant.

3. Results

Table 2 summarizes the clinical and laboratorial information
about patients who provided SG. Most patients were men (35/
61; 57.4%), in their 5th decade of life (18/61; 29.5%), and had blood
transfusion as the risk factor for acquiring HCV (26/61; 42.6%). Of
note, no risk factor could be identified in 9 (14.8%) patients. Most
samples of SG were negative for HCV RNA detection (51/61;
83.6%). The mean time of CHC diagnosis was 36.8 months, but a
wide range (1-180) was noticed (data not shown).

Primary antibody Clone/manufacturer Antigen retrieval Dilution Detection system*
Anti-CD3 F7.2.38, Dako Cytomation, Denmark, code M7254 TRIS-EDTA, pH 9.0, steamer 96 °C, 30 min 1:200 Advance”
Anti-CD20cy L26, Dako Cytomation, Denmark, code M0755 Citric acid, pH 6.0, water bath 96 °C, 30 min 1:200 LSAB*

Anti-CD8 (C8/144B, Dako Cytomation, Denmark, code M7103 TRIS-EDTA, pH 9.0, water bath 96 °C, 30 min 1:500 LSAB

Anti-CD4 4B12, Dako Cytomation, Denmark, code M7310 Trilogy”, pressure cook, 26 min 1:100 Advance
Anti-S100 Polyclonal, Dako Cytomation, Denmark, code Z0311 No treatment 1:500 LSAB

Anti-CD68 KP1, Diagnostic BioSystems, EUA, code Mob167 Citric acid, pH 6.0, water bath 96 °C, 30 min 1:1500 Advance
Anti-CD57 TBO1, Dako Cytomation, Denmark, code M7271 TRIS-EDTA, pH 9.0, water bath 96 °C, 30 min 1:100 LSAB

* For salivary glands. For liver samples, Advance system was used for all antibodies.

b Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, code K4068.
¢ Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, code K0690.
4 Cell Marque, Rocklin, CA, EUA, code 920P-07.
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Table 2
Clinical and laboratorial data about the 61 patients who provided salivary glands
samples (Data from Grossmann et al., 2010 [3]).

Clinical data N (%)
Gender
Male 35(57.4)
Female 26 (42.6)
Age (decades)
2 1(1.6)
3 2(3.3)
4 9(14.38)
5 18 (29.5)
6 11 (18.0)
7 15 (24.6)
8 5(8.2)
Risk factor
Blood transfusion 26 (42.6)
Unknown 9(14.8)
Percutaneous 8(13.1)
Previous surgery 6(9.8)
Illicit drug use 6(9.8)
Other 5(8.2)
Hemodialysis 1(1.6)

Laboratorial data
HCV RNA in salivary gland

Negative 51(83.6)
Positive 10 (16.4)
Metavir in liver
A0 6(9.8)
Al 19 (31.1)
A2 16 (26.2)
Not investigated 20(32.8)
Genotype
1a 7(11.5)
1b 12 (19.7)
3a 4(6.6)
Not investigated 38 (62.3)
Viral load
<400,000 1U/mL 7(11.5)
>400,000 IU/mL 15 (24.6)
Not investigated 39(63.9)

A focal pattern of distribution of inflammatory cells was noticed
in26/61(42.6%)SG and in 51/59 (86.4%) liver samples. A diffuse pat-
tern of distribution was observed in 35/61 (57.4%) samples of SG and

in 8/59 (13.6%) samples of liver (Fig. 1). Overall, neutrophils were
not observed and the INF was mainly composed by lymphocytes.
Few plasma cells were observed and were negative for CD20 marker.

In general, CD3" and CD20" cells accounted for the majority of
inflammatory cells in both, SG and liver samples. A predominance
of CD3* over CD20* could be observed in SG (ratio: 1.17) and liver
(ratio: 1.90). CD57*, CD68", and S100" were also found in both tis-
sues, though in a lower index. CD4" cells were scarce in SG (mean
3.9%), but not in liver (mean 24.4%). CD4"/CD8" ratio in SG was 0.30
and 1.06 in liver. Fig. 2 shows the immunostaining for each marker
in SG and liver with focal and diffuse infiltrate.

Indexes of immunostaining are summarized in Tables 3 and 4
shows statistical comparisons. The main results are highlighted
below.

Comparing SG with liver samples, irrespective of the pattern of
distribution of the INF, all markers except for S100" showed higher
indexes in liver than in SG (p < 0.05).

Regarding focal and diffuse infiltrate in SG, higher indexes of
CD20", CD3" and CD8" were found in focal inflammation
(p<0.05). Comparing focal and diffuse infiltrate in liver, CD20"
and CD3" indexes were higher in focal infiltrate, and CD68" in
the diffuse one (p < 0.05).

Concerning SG and liver with focal infiltrate, CD20" and S100*
indexes were higher in SG (p < 0.05), while CD3", CD8", CD4", and
CD68™ were higher in liver (p < 0.05). Analyzing SG and liver, both
with diffuse infiltrate, higher indexes of CD20", CD3", CD8", CD4",
and CD68" were observed in liver samples (p < 0.05).

No statistically significant difference was observed between the
SG samples’ indexes and clinical data of patients, i.e. METAVIR
grade in liver, genotype, viral load, and HCV RNA detection in SG.

Finally, Table 5 shows detailed information about those ten pa-
tients with positive HCV RNA in SG. Most (7/10) presented focal
infiltrate in SG and some of them showed immunostaining indexes
above the means of the respective group, regardless of statistical
significance.

4. Discussion

The involvement of SG in CHC patients is widely reported but it
still deserves investigations, mainly focused on the understanding

Fig. 1. Pattern of distribution of infl ory cells (h ylin-eosin
(C) Liver with focal infiltrate, 400x. (D) Liver with diffuse infiltrate, 400x.

). (A) Salivary gland with focal infiltrate, 200 x. (B) Salivary gland with diffuse infiltrate, 400x.
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hemical findi

Fig. 2. hi

(streptavidin-biotin, 400x). Detection of CD3" (A-D), CD20" (E-H), CD8" (I-L), CD4" (M-P), CD57" (Q-T), CD68" (U-X), and S100" (Y-

AB) in salivary glands with focal infiltrate (first column), salivary glands with diffuse infiltrate (second column), liver with focal infiltrate (third column), and liver with diffuse

infiltrate (fourth column) of patients with chronic hepatitis C.

of the etiopathogenesis of such alterations, as well as their clinical
significance [3,9]. Like in other extra-hepatic manifestations of
CHC, the host immunological response against HCV seems to be
an important event [9]. Thus, the present study aimed to compare
the composition and the arrangement of the INF in SG of patients
with CHC with laboratorial data and hepatic inflammation.

The INF in SG showed a diffuse pattern of distribution in most
cases (57.4%), nevertheless a focal infiltrate was seen in 42.6% of

samples. Besides, a focal arrangement was found in most (86.5%)
liver samples. Local and systemic features could explain this differ-
ence between both tissues. For example, the presence of HCV in the
tissue, considering that the liver is the target organ for HCV and SG
are affected probably secondarily. Of note, it was not possible to as-
sess liver samples from the same patients of SG. Indeed, the com-
parison with those liver samples aimed to explore whether the
inflammatory infiltrate present in different organs showed any
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Table 3

Percentage of inflammatory cells in salivary glands and liver of patients with chronic hepatitis C.

Marker SG, total (n=61) Liver, total (n=59) SG, focal (n=26) SG, diffuse (n=35) Liver, focal (n=51) Liver, diffuse (n=8)
CD20" 21.0£19.7 252+13.0 354+18.8 104 +123 26.7+133 15.4+3.8
cD3" 246+121 47.8+7.0 332+11.0 183 +8.7 485+7.1 43.2+4.1
D8’ 13268 23047 17.1£85 103 £3.1 23042 23678
cD4* 39+6.9 244+8.0 5786 26+49 250+7.8 21.0+89
CD57° 56+23 6.6+2.0 59+1.7 54+26 6.7+19 6.0+2.6
D68’ 4928 62+28 4928 49+28 59+28 7825
S100° 23+1.7 1.4+08 24%1.8 22+16 1.4+08 1407

SG = salivary glands. Results are shown as mean values + standard deviation

Table 4

Comparison of percentage of inflammatory cells between groups.
Comparison D20 D3 CD8 D4 D57 CD68 S100
SG, total X Liver, total 0.014" 0,000" 0.000™" 0.000"" 0.007" 0.005" 0.001%
SG, FI X SG, DI 0.000" 0.000™ 0.000™ 0.073" 0.426" 0.948" 0.344"
Liver, FI X Liver, DI 0.004" 0.043" 0.827" 0.194" 0.172° 0.037" 0.907"
SG, FI X Liver, FI 0.036™ 0.000"" 0.000™ 0.000"" 0.060" 0.039* 0.001°
SG. DI X Liver, DI 0.009"" 0.000" 0.002°" 0.000"" 0.553" 0.012" 0207"

SG, salivary glands; Fl, focal infiltrate; DI, diffuse infiltrate.
* Mann-Whitney test.

" T-test.

* Statistically significant, p <0.05.

Table 5

Information about the 10 patients with positive HCV RNA in salivary glands.
Case number Inflammatory infiltrate METAVIR in liver CD20 CD3* cDsg’ CD4" CD57* CD68* S100°
1 Diffuse A2 54.0 14.5 8.6 0.0 5.5 2.7 30
2 Diffuse Al 20 16.0 6.0 0.0 9.3 73 1.3
3 Diffuse NA 0.0 10.0 7.0 2.0 2.7 28 0.4
4 Focal AD 50.0 34.0° 7.3 6.0 5.6 5.2 13
5 Focal NA 42.0 56.00 31.0 28.0 5.0 6.0 10,0
6 Focal Al 19.5 43.7 37.0 0.0 7.0 11.6 3.0
7 Focal A2 10.8 35.0° 20.6 0.0 6.0 8.0 0.0
8 Focal Al 54.7 28.0 19.0° 5.0 53 6.8 2.7
9 Focal NA 88.8 26.0 11.5 13.6 4.0 6.0 1.5
10 Focal NA 22.0 42,7 18.4° 0.0 6.7 2.4 2.0

" Values above the mean of the group (see Table 2). NA = not available.

similarity, considering that patients had the same chronic infec-
tion, and that SG affection is considered an extra-hepatic manifes-
tation of the disease.

We could observe that CD3™ and CD20" lymphocytes were the
most important components of INF in SG, as well as in liver of
CHC patients. We also demonstrated that CD3" cells outnumbered
CD20", and this was less evident in SG (ratio: 1.17) than in liver (ra-
tio: 1,90). Accordingly, a predominance of CD3" lymphocytes in SG
of CHC patients was reported [ 13]. These findings indicate towards
a major role of the cellular response in the etiopathogenesis of SG
inflammation related to CHC. Of significance, although CD20" cells
comprised one of the most prominent cellular type in SG, no rela-
tion could be observed between this marker and the detection of
salivary anti-HCV antibodies (data not shown) [1G]. Moreover,
plasma cells were seldom observed.

Concerning the identification of the two main types of T lym-
phocytes, we found a CD4"/CD8" ratio of 0.30 for SG and 1.06 for
liver, indicating that CD8" cells were predominant in SG, but not
in liver. Indeed, CD4" cells were quite scarce in SG. CD8" lympho-
cytes are mainly T cytotoxic cells, with few CD8" cells being natural
killer cells. Therefore, the results of the present study suggest that,
in SG, direct cytotoxicity mediated by T lymphocytes may be
enhanced if compared with liver, where an imbalance between

cytotoxic (CD8") and helper (CD4") T cells was found. Only one
study analyzed three SG samples, reporting a CD4*/CD8" ratio of
2.0 [14]. Previous studies reported ratios of 0.30 and higher than
1.5 for liver samples [11,12]. Other authors [17] reported the pre-
dominance of CD4" over CD8" in liver as well. Therefore, these dif-
ferences are still to be clarified, as well as the expected CD4"/CD8"
ratio.

[rrespective of the pattern of distribution of inflammatory cells,
the comparison between SG and liver indexes revealed statistically
significant differences for all markers, being more prominent in li-
ver. $100" was the only one to show higher indexes in SG. The
more intense inflammation present in liver may be understood,
as this is the target organ for HCV, Considering that SG and liver
present different physiopathology, the higher percentage of
$100" cells in SG may be related to the organ-specific composition
and immunological response. Of relevance, Freni et al. [11] re-
ported that follicular dendritic cells were absent in liver of CHC pa-
tients. R-Viso et al. [18] demonstrated that HCV-infected liver
presented lower amount of S100" cells than HCV-negative samples.
Furthermore, it is known that the early response of dendritic cells
is important for the determination of the disease course and out-
come - resolution or chronification - of HCV infection [19]. More-
over, HCV proteins are able to inhibit dendritic cells’ functions, and
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this is one of the HCV mechanisms to weaken or to escape from the
host immune response [ 19,20]. These findings may also explain the
lower amount of S100" cells in liver than in SG found in the present
study.

Comparing focal and diffuse infiltrate in SG, statistically signif-
icant differences were found for CD3*, CD20", and CD8" indexes,
with focal infiltrate showing higher values of these markers. Con-
sidering that these cells comprised the major components of the
SG INF, this result suggests that the INF can present differences
according to its pattern of distribution. This may represent a differ-
ent intensity and organization of the inflammatory response. Inter-
estingly, in liver, the focal infiltrate also showed higher indexes of
CD3" and CD20" than diffuse infiltrate (p < 0.05).

Comparing SG with liver, both with focal infiltrate, we found
that differences of all markers were statistically significant, except
for CD57*. Higher CD20™ and S100° indexes were found in SG,
while CD3*, CD8", CD4", and CD68" indexes were higher in liver.
When diffuse infiltrate were compared between SG and liver, dif-
ferences in CD20", CD3", CD8", CD4", and CD68" indexes were sta-
tistically significant, and all of them were higher in liver. These
results seem to reinforce that the composition of the INF, and prob-
ably its functional effects, has some relation to its pattern of
distribution.

Comparisons between all indexes in SG and the laboratorial
data of patients did not reach statistical significance. Therefore, it
seems that the composition of the SG INF is not related to the
inflammation in liver (assessed by METAVIR grade), viral genotype,
viral load, or presence of HCV RNA in SG. Thus, it can be understood
that even patients with no or discrete liver inflammation (META-
VIR grade AO or A1) can present glandular inflammation. Given
that those HCV RNA-negative SG showed similar INF composition
to positive ones (p > 0.05 for all markers), it can be also speculated
that the proportion of cells present in CHC sialoadenitis is not re-
lated to the local presence of the virus. However, most (7/10)
HCV RNA-positive samples presented focal infiltrate in SG and
some of them showed immunostaining indexes above the means
of the respective group. Moreover, as percentage were evaluated
herein, it should be further clarified whether the local presence
of HCV in SG can influence the absolute number of inflammatory
cells. In spite of this, the present results corroborate with the cur-
rent literature reporting that the persistent systemic immunologi-
cal response against HCV would participate in the pathogenesis of
HCV-related sialoadenitis [7-10].

In conclusion, the present study showed that most SG had a dif-
fuse pattern of distribution, though focal infiltrate could be found
in many cases as well. The inflammation present in SG of CHC pa-
tients is mainly composed of CD3™ and CD20" cells (ratio: 1.17).
CD8* lymphocytes outnumbered CD4* and CD57, CDG8", and
S100" cells were detected in a lower amount. A more intense
inflammation was observed in liver, but similar cell types were
identified in SG, except for CD4", which are scarce in SG but numer-
ous in liver. The results also suggest that the INF may present dif-
ferent composition according to its pattern of distribution. The
focal infiltrate showed higher indexes of the main cells in SG and
in liver. Finally, SG infiltrate did not relate to METAVIR, viral geno-
type, viral load, and presence of HCV RNA in SG. Further studies are
clearly warranted to clarify whether the inflammatory cells pres-
ent in SG are HCV-specific and functionally active, and their cyto-
kine secretion profile. Comparison of findings in HCV-related focal
infiltrate with the one found in Sjogren syndrome would also be
contributory.
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6.2 Parte II: Analise global do infiltrado inflamatério das glandulas salivares e figado de

pacientes com hepatite C crénica.

Quadro 3: Perfil imunoistoquimico do infiltrado inflamatério de glandulas salivares e figado de

pacientes com hepatite C crdnica.

Grupo
Marcador | Glandula  Figado, Glandula Glandula Figado, Figado,
salivar, total salivar, salivar, focal difuso
total (n=59) focal difuso (n=51) (n=8)
(n=61) (n=26) (n=35)
CD20 ++ +++ +++ ++ +++ ++
CD3 ++ +++ +++ ++ +++ +++
CDS8 ++ ++ ++ ++ ++ ++
CD4 + ++ + + ++ ++
CD57 + + + + + +
CD68 + + + + + +
S100 + + + + + +

O quadro acima demonstra os resultados globais encontrados no estudo. Podemos
observar que, comparando os grupos glandula salivar total e figado total, o infiltrado de células
CD3* e CD20" foi mais intenso no figado que na glandula salivar. Estes marcadores foram
utilizados para identificag@o dos dois tipos principais de linfocitos, T e B respectivamente, que
representariam uma proporgéo relevante das células inflamatérias encontradas nos tecidos.
Além disto, sendo o figado o 6rgéo-alvo e primario do HCV, é esperado que neste 6rgdo o
infiltrado inflamatdrio seja mais intenso, como encontrado no estudo (LI e SCHWARZ, 2002;
FOCACCIA, 2003). Podemos perceber, ainda, que a quantidade de CD3" e CD20* em cada
um dos dois grupos apresentou a mesma graduacao, ou seja, “++” para glandula e “+++” para
figado. Este resultado parece indicar que na fase crénica da hepatite C, tanto a resposta
humoral (mediada por células B), quanto a celular (mediada por células T) estdo presentes,
tanto na glandula salivar quanto no figado.

Ainda comparando glandula salivar total e figado total, percebe-se que a detec¢do das

células CD4* foi muito baixa em glandula salivar, mas nédo no figado. Por outro lado, as células
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CD8" foram encontradas na mesma proporgdo em ambos os tecidos. Vale lembrar que células
CD4* apenas reconhecem antigenos apresentados via MHC I, o qual é expresso por um
numero restrito de células, com as células dendriticas e macr6fagos. Ja as células CD8*
reconhecem antigenos via MHC |, expresso por uma gama maior de células no organismo.
Foi previamente relatado que a resposta de LT CD4" HCV-especificos € fraca ou ausente na
hepatite C cronica (SZABO e DOLGANUIC, 2006; SEMMO e KLENERMAN, 2007;
REHERMANN, 2009). No presente estudo, a razao CD4/CD8 foi de 1,06 no figado e 0,30 na
glandula. Os estudos que avaliaram esta razdo em figado trazem resultados conflitantes, de
0,3 (FRENI et al., 1995) e >1,5 (WALEWSKA-ZIELECKA et al., 2008). Ja em glandula salivar,
um anico estudo avaliou trés amostras relatou uma razdo entre CD4*: CD8" de 2:1 (COLL et
al., 1997).

As células CD57*, CD68* e S100" puderam ser detectadas na maioria dos casos,
porém em quantidades muito pequenas. Estes trés tipos celulares, células NK, macréfagos e
células dendriticas, estéo relacionados a imunidade inata do hospedeiro, a qual é a primeira
a ser ativada frente a uma infec¢do. Portanto, podemos supor que estas ceélulas, embora
importantes na fase aguda da infeccédo pelo HCV, possam ter fungéo prejudicada, ou néo
estejam em concentragado suficiente, levando a cronificagdo da doenca. Por outro lado, apesar
de poucas, estas células ainda s&o encontradas tanto no figado quanto na glandula, indicando
gue possivelmente continuam a processar e apresentar antigenos, o que pode contribuir para
a manutencdo do infiltrado inflamatorio crénico nos tecidos.

Ao comparar os grupos de glandula salivar apresentando infiltrado em foco com difuso,
observa-se que ha uma presenca maior de células CD3* e CD20* no infiltrado organizado em
focos, sendo os resultados para glandula com infiltrado em foco similar ao encontrado para
figado com infiltrado em foco.

Observando as amostras de figado e de glandula, nota-se que as células CD20* foram
mais frequentemente encontradas nos casos com infiltrado focal que difuso. Este achado foi
relatado previamente em figado e pode estar relacionado a formacgéo de foliculos linfoides

neste tecido (FRENI et al., 1995). A presenca de linfocitos B em glandulas salivares parece
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corroborar com a literatura, que relata que o0s anticorpos seriam importantes no
desenvolvimento das manifestacfes extra-hepaticas da hepatite C crbénica (LI e SCHWARZ,
2002).

Os resultados do presente estudo mostram que o infiltrado inflamatério presente nas
glandulas salivares de pacientes com hepatite C crénica apresenta uma composicdo celular
diversificada, com a presenca substancial de LB e LT, especialmente os citotoxicos. As células
inflamatdrias encontradas nas glandulas salivares foram essencialmente as mesmas vistas
no figado, exceto CD4*. Além disso, a composicao fenotipica do infiltrado inflamatério focal

presente nas glandulas salivares parece se assemelhar ainda mais ao infiltrado hepatico.
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7 CONCLUSOES
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Assim como nas amostras hepaticas, o padrédo de distribuigédo focal visto em glandulas
salivares apresentou maior proporcdo de células inflamatérias. Desta forma, este
padrao de distribuicdo parece ser o mais representativo da infeccéo pelo HCV.

O infiltrado inflamatério presente em glandulas salivares de pacientes com hepatite C
crbnica é composto principalmente por células CD3* e CD20*. Células CD8* sdo mais
numerosas que as CD4*, sugerindo uma resposta mediada tanto por linfécitos T
guanto linfécitos B, com atividade citotoxica mais proeminente.

Apesar do figado apresentar maior proporcéo de células inflamatérias, os subtipos
leucocitarios s@o essencialmente os mesmos vistos em glandulas salivares, exceto as
células CD4".

N&o héa variacdo da composicdo do infiltrado inflamatério glandular em relacdo a carga
viral, ao grau de inflamacao hepética, ao gendtipo ou a presenca de HCV-RNA no
tecido, sugerindo respostas diferentes inerentes ao hospedeiro, em relagao a infecgéo

pelo HCV.
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8.1 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.

Univers_idade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEF

Parecer n%. ETIC 192/086

inferesse: Profa. Maria Auxiliadora Vieira do Carmo
Depto de Clinica, Paiologia e Cirurgia Odontoibgica
Faculdade de Odontologia -UFMG

DECISAQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou ad
referendum, no dia 24 de agosto de 2006, depois de atendidas as
solicitagbes de diligéncia, o projetc de pesquisa intitulado
“aAlteragdes de glandulas salivares em pacientes com hepatite C
oréonica” ber como ¢ Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
do referido projeto.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés ¢ inicio do projeto

- S
A L <AL
Profa. Dra. M ;;a z:! ge Lima Perez Garcia
Presidents do COEPIUFMG

Av. Presidente Anténio Carlos. 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andor sala: 2005 - 31.270-901~ BH - MG
{31} 34994592 - FAK: {31} 3499-4027 ~ coen(@prpa.ufing,br ¥
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UF f G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 192/06

Interessada: Profa. Maria Auxiliadora Vieira do Carmo
Depto de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégica
Faculdade de Odontologia -UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP apreciou e
aprovou, no dia 26 de setembro de 2006, o adendo ao projeto de
pesquisa intitulado “Alteragées de glandulas éalivares em pacientes
com hepatite C crénica” no que se refere a:

- Introdugéo da técnica de imunoistoquimina.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

- Profa. Dra. Ma :' ~-%a Perez Garcia

Coordenadora do COEP/UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 - 31270-901 — BH - MG
(31) 3499-4592 - FAX: (31) 3499-4516 - coep@prpg.ufimg.br



