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RESUMO

Objetivo: O Microquimerismo se refere a uma pequena quantidade de células ou DNA de
um individuo presentes em outro individuo. O seu papel nas doengas autoimunes com
semelhencas & doenca do enxerto contra o hospedeiro tem sido muito estudado. Este
trabalho teve como objetivo determinar se o microquimerismo do cromossomo-Y estd
presente em glandulas salivares labiais de mulheres submetidas a transplantes de células

tronco hematopoiéticas com doadores do género masculino.

Metodologia: onze amostras de glandulas salivares labiais de pacientes submetidos a
transplante de células tronco hematopoiéticas alogénicos foram obtidas dos arquivos do
Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG. Nenhum dos
autores teve conhecimento prévio do grau de cGVHD das mesmas. Destas amostras, cinco
eram de transplante entre géneros feminino-feminino (grupo controle) e cinco entre
masculino-feminino (grupo estudo), além de uma do género masculino (controle positivo).
Hibridizagdo in situ por fluorescéncia com sonda para cromossomo-Y e
imunofluorescéncia para anticitoqueratina AE1/AE3 foram utilizadas para identificar

células epiteliais glandulares positivas para cromossomo-Y.

Resultados: Todas as pacientes do grupo estudado tiveram marcacdo positiva para o
cromossomo-Y e para citoqueratina AE1/AE3 quando comparadas com o controle positivo.

Nenhuma amostra do grupo controle se mostrou positiva para cromossomo-Y.

Conclusio: O microquimerismo nas glandulas salivares labiais de pacientes submetidas a
transplante de células tronco hematopoiéticas com doadores do género masculino ¢ um

fendmeno real.

Palavras-chave: microquimerismo, cromossomo-Y, glandulas salivares menores,

transplante de células tronco hematopoiéticas, DECH, GVHD.
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MICROCHIMERISM IN LABIAL SALIVARY GLANDS OF HEMATOPOIETIC
STEM CELL TRANSPLANTED PATIENTS

ABSTRACT

OBJECTIVE: Microchimerism represents a small portion of cells or DNA from one
individual in another one. It has been extensively investigated in autoimmune diseases,
which display similarities with graft-versus-host disease. The aim of this study was to
investigate the presence of microchimerism in minor salivary glands of hematopoietic stem
cell transplanted patients, one of the targets of graft-versus-host disease.

METHODS: Labial salivary glands biopsy specimens from 11 stem cell transplanted
patients were analyzed. The samples were grouped in control (5 specimens from a female-
to-female transplantation) and study group (5 glands from male-to-female transplantation).
One male transplanted patient was used as a positive control. Fluorescence in-situ
hybridization with Y-chromosome probe and immunofluorescence anticytokeratin
AE1/AE3 were used to identify Y-chromosome positive glandular epithelial cells from
these patients who have received allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
RESULTS: All samples were positive to Y-chromosome and cytokeratin AE1/AE3, in
agreement with the pattern exhibited by male labial salivary gland. None of the samples
from control group (female-to-female transplantation) were positive to Y-chromosome
despite being positive to cytokeratin AE1/AE3.

CONCLUSION: Microchimerism in the labial salivary glands of sex-mismatched stem cell
transplanted patients is a real phenomenon. Further studies are necessary to elucidate the

impact of this phenomenon on the clinical status of stem cell transplanted patients.

Key Words: microchimerism, Y-chromosome, minor salivary glands, hematopoietic stem

Cell transplant, GVHD.
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1 INTRODUCAO

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) vem sendo cada vez
mais utilizado no tratamento de diversas condigdes hematoldgicas, oncologicas,
imunoldgicas e genéticas. Porém, apds o transplante o paciente pode apresentar a
doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH), um fendmeno mediado pelo sistema
imunoldégico, que ocorre quando células ou tecidos imunocompetentes sdo
transplantados a um receptor imunoincompetente. Os linfocitos T presentes no enxerto
atuam contra o organismo do receptor provocando lesdes em diversos Orgdos, uma
condi¢do mediada imunologicamente.

A DECH pode ocorrer nas formas aguda e cronica, acometendo multiplos érgaos
e tecidos mas podendo ocorrer em mucosa bucal e glandulas salivares. A forma aguda
possui uma alta taxa de complicagdes e evolucdo dos pacientes ao Obito, fazendo com
que o individuo tenha de ser submetido a terapia imunossupressora agressiva neste
periodo.

A doenca do enxerto contra o hospedeiro cronica (DECHc) ¢ uma complicacdo
comum do transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH), sendo mais
freqlientemente verificada nos pacientes submetidos ao transplante alogénico (entre
individuos imunologicamente compativeis). Lesdes bucais de DECHc podem
apresentar-se em graus variados, de acordo com a intensidade do quadro. No entanto,
esta condicao possui um efeito conhecido como enxerto-versus-tumor, que protegeria da
recidiva de condi¢cdes como a Leucemia, podendo entdo ser desejada clinicamente,
desde que controlada.

O TCTH alogénico leva ao desenvolvimento no receptor de um fendmeno

conhecido como quimerismo, que representa a presenga de populacdes celulares
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derivadas de outro individuo. O monitoramento do quimerismo ¢ realizado por muitos
centros de transplante para predicao de rejei¢do, falha do enxerto ou recidiva da doenga,
além da possibilidade de desenvolvimento de DECH. O Microquimerismo se refere ao
baixo quimerismo ou uma pequena quantidade de células ou DNA de um individuo
presentes em outro individuo. O papel do microquimerismo nas doengas autoimunes
tem sido extensamente investigado, sendo encontradas correlagdes positivas em
algumas delas.

Considerando que o microquimerismo poderia estar relacionado a DECHc de
glandulas salivares labiais (GSL), o objetivo deste trabalho foi investigar a possibilidade

de ocorréncia do microquimerismo em GSL de pacientes submetidas ao TCTH.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transplante de medula ossea (TMO)/Transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH)

Os primeiros relatos de trabalhos envolvendo transplante de medula dssea foram
feitos por Jacobson et al. (1949), quando verificaram que esplendcitos ou células de
medula dssea protegiam camundongos de doses letais de radiacdo. Marcadores
genéticos foram utilizados para demonstrarem que ocorria reconstituicdo hematolégica
a partir de células do doador.

Os resultados dos primeiros transplantes de medula 6ssea nao foram animadores,
com evolugdo ao dbito, uma vez que foram utilizados em pacientes terminais (BORTIN,
1970). Contudo, com a descoberta dos antigenos leucocitdrios humanos (HLA) e dos
antigenos principais de histocompatibilidade (MHC), bem como de novas drogas
imunossupressoras, foi possivel que as técnicas de TMO evoluissem rapidamente,
resultando nos primeiros transplantes realizados em humanos, no final da década de 60
e inicio dos anos 70 (THOMAS et al., 1975a, b).

Os estudos com agentes alquilantes (ciclofosfamida) na mielossupressdo em
ratos € macacos motivaram o inicio da substitui¢do da irradiacdo corpodrea total (ICT).
Derivados de dimetilbussulfano comecaram a ser estudados em caes, com &xito na
“pega” do enxerto (STORB et al., 1977). Um esquema de condicionamento alternativo
a ICT utilizando o bussulfano associado a ciclofosfamida foi descrito por Santos ef al.
(1983).

A realizagdo do TMO alogénico deveria obedecer a dois primeiros estagios:
necessidade de se encontrar um doador compativel e condicionamento do receptor com

quimioterapia associada ou ndo a ICT, por periodo de 5 a 10 dias antes do TMO, com o
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objetivo de eliminar células malignas e deixé-lo apto a receber o transplante (CARL,
1984). Segundo Storb; Deeg (1986), a ICT foi amplamente utilizada nos
condicionamentos de TMO, sendo que a sua utilizagdo fracionada resultou em menos
efeitos colaterais.

As razdes para a falha no TMO foram listadas por Tutschka (1986), sendo:
regime preparatorio com toxicidade em outros 6rgdos que ndo a medula; toxicidade
medular do regime preparatério que poderia prejudicar a incorporagdo do enxerto e
favorecer infecgdes; DECH aguda (DECHa); infec¢des oportunistas e recorréncia da
doenca.

Tutschka et al. (1987) descreveram um esquema de condicionamento utilizando
baixas doses de bussulfano e ciclofosfamida, resultando em menores efeitos colaterais.

Freedman (1988) relatou a utilizacdo do TMO no tratamento de diversas doencas
hematologicas ou em outras condi¢des. Bortin (1988) relatou a realizacao de cerca de 20
mil transplantes alogénicos entre 1960 e 1987, sendo a maioria deles para o tratamento
de doencas ndo neoplésicas.

Durante o TMO, cerca de 10ml/Kg de aspirado de medula dssea ¢ infundido
endovenosamente no receptor, sendo que o sinal de “pega” ou incorporagdo do enxerto
¢ o aumento do numero de granulécitos acima de 500 céls./mm’ por dois dias
consecutivos (APPELBAUM, 1988).

Apenas 35% dos candidatos ao TMO possuem um doador compativel, entretanto
familiares parcialmente compativeis podem ser utilizados como doadores e,
consequentemente, aumentando a incidéncia e gravidade da DECH em relagdo direta
com o grau de incompatibilidade (TABAK, 1991).

Além disso, Tabak (1991) afirma que as células imunocompetentes do receptor

sdo capazes de reconhecer e rejeitar a medula 6ssea transplantada, mesmo quando o
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receptor € o doador sdo HLA idénticos, pois os antigenos menores de
histocompatibilidade podem servir de alvo para a rejeicdo. Esta situagdo justificaria o
uso de terapia imunossupressora no TMO, com o intuito de prevenir a rejeicao.

O importante papel dos patologistas no monitoramento e na recuperagdao de
pacientes submetidos ao TMO, bem como no reconhecimento de varias condigdes
patoldgicas que podem ocorrer, foi enfatizado por Bombi et al. (1992). Estas
contribui¢cdes poderiam estar relacionadas as mudangas decorridas do condicionamento
prévio, a DECH, a identificagdo de infeccdes e a recorréncia da doenga.

Tabak (1993) ressaltou que o TMO poderia ser a unica op¢do de cura para
diversas condi¢des, mas ndo seria isento de complicagdes, decorrentes da DECH e
secundarios a quimioterapia agressiva.

A ICT, mesmo em doses fracionadas, gera efeitos precoces e tardios relativos a
sua toxicidade, que incluem ndusea, mucosite, diarréia e até alteracdes de crescimento,
endocrinas, pulmonares e carcinogénicas (BANDINI et al., 1994).

Amos; Gordon (1995) estabeleceram alguns parametros para classificacdo do
TMO:

- Quanto ao tipo de doador: alogénico, entre individuos diferentes da mesma
espécie; autdlogo, utilizando-se a medula do proprio individuo e singénico, entre
gémeos idénticos;

- Quanto ao grau de parentesco: aparentado, entre parentes de primeiro grau; nao
aparentado, sem vinculo familiar de primeiro grau;

- Quanto a semelhanga do HLA: compativel, onde hd semelhanga entre os
antigenos de histocompatibilidade do doador e do receptor; incompativel, onde ndo ha

semelhanca dos HLAsS;
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- Quanto a fonte de células progenitoras: medula 6ssea (MO), obtida por
aspiracdo da crista iliaca; células tronco periféricas (Transplante de células tronco
hematopoiéticas — TCTH), obtidas pelo aspirado do sangue periférico de veia central; e
sangue de corddo umbelical (SCU).

Weddel et al. (1995) relataram que a infeccdo seria a causa mais comum de
morbidade e mortalidade durante e apds o TMO, podendo ser reduzida pela utilizagdo
de ambientes protegidos, diminuindo o potencial de infeccdes exdgenas. Apesar da
profilaxia, os organismos oportunistas endégenos seriam a maior causa de ameaca vital
para o paciente, principalmente na fase anterior a incorporagdo do enxerto.

O tempo aproximado para a repopulacdo da medula do receptor a partir da
medula do doador variaria entre trés a quatro semanas do TMO, podendo ser abreviado
pela utilizacdo de fatores de crescimento para estimula¢do dos granulédcitos (SALE et
al., 1995).

Corréa (1999) relatou que o agente antineopldsico deve ter capacidade de
interferir no metabolismo ou no ciclo reprodutivo de células tumorais, com a finalidade
de destrui-las, com o menor indice de toxicidade possivel. Porém, outros efeitos toxicos
sdo frequentemente observados.

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) tem sido usado cada
vez mais no mundo, como modalidade terapéutica para pacientes diagnosticados com
varias doencas hematoldgicas malignas ou ndo, incluindo leucemias agudas e cronicas,
anemia aplésica, sindromes mielodisplasicas, imunodeficiéncia acentuada, linfomas e
alguns tumores sodlidos selecionados (GOMEZ et al., 2004). Além disso, vem sendo
utilizado para tratamento de algumas doengas auto-imunes (SCHUBERT; CORREA,

2008).
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2.2 Transplante de células tronco hematopoiéticas e a doenga do enxerto contra
o hospedeiro (DECH)

Barnes et al. (1956) fizeram o primeiro relato da chamada doenca secundaria,
que agora ¢ referida como DECH. Billinghan (1966, 1967) descreveu os trés requisitos
imunolégicos para desenvolvimento da DECH: o enxerto deve conter células
imunocompetentes; o receptor ndo deve possuir isoantigenos do enxerto, sendo capaz de
estimula-lo antigenicamente; e o hospedeiro deve ser incapaz de manter uma reagdo
imunologicamente efetiva contra o enxerto.

Touraine et al. (1975) e Saurat et al. (1975) descreveram os primeiros casos
correlacionando DECH ao liquen plano. A DECH foi identificada como fator etiologico
para as reacdes liquenoides.

Thomas et al. (1975b) relataram a utilizacdo de um estadiamento da DECH
classificando os pacientes em dois grupos: os que tinham expectativa de sobrevida de
55%, que ndo apresentavam DECH evidente clinicamente ou apresentavam
envolvimento de pele; e os do segundo grupo, com expectativa de sobrevida de 15%,
que apresentavam envolvimento pela DECH em pele, figado e intestino em graus
variaveis.

Lawley et al. (1977) correlacionaram o desenvolvimento da DECH ao
transplante de células ou tecidos imunocompetentes a um receptor imunoincompetente.
Um caso de doenga do enxerto contra o hospedeiro cronica (DECHc) associada a
esclerodermia cutanea, xeroftalmia e xerostomia, com semelhanca a sindrome de
Sjogren também foi relatado pelos autores.

Gratwohl et al. (1977) e Lawley et al. (1977) foram os primeiros a relatarem o

uso da bidpsia de labio no diagndstico de DECHc. Os autores observaram que as
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manifestagdes clinicas eram semelhantes a sindrome de Sjogren e o histologico revelava
infiltrado inflamatorio na mucosa labial e nas glandulas salivares.

A DECHc foi identificada como um sério problema, afetando cerca de 25% dos
pacientes de TMO alogénico que sobreviveram 100 dias ou mais (SHULMAN et al.,
1978). O dia 100 pods-transplante foi escolhido como ponto de referéncia para
determinar a incidéncia de DECHc devido a trés razdes: a) parecia haver uma
perspectiva mais acurada de cronicidade do problema; b) o paciente poderia estar na
fase quiescente antes deste dia; c) alguns pacientes ndo desenvolveram achados mais
caracteristicos da DECHc do que da DECH aguda. Apesar das diferengas entre as fases
poderia ocorrer confusdo, em virtude da fase quiescente entre as duas.

Sullivan et al. (1981) relataram que 52 pacientes de um total de 175
sobreviventes de TMO alogénico desenvolveram DECHc (30%). Os sintomas bucais
incluiam queimacgdo, irritagdo com alimentos 4cidos e ressecamento, enquanto os
achados incluiam eritema, ulceragdes, estrias e caries. Vinte e nove pacientes foram
submetidos a bidpsias bucais com achados histoloégicos que incluiram mucosite
semelhante a liquen plano ou lupus eritematoso, e sialodenite fibrosante das glandulas
salivares labiais (GSL), semelhante a sindrome de Sjogren. O diagnostico precoce e a
terapia para DECHc seriam essenciais para melhorar a sobrevida e diminuir a
morbidade p6s-TMO.

Segundo Rappeport ef al. (1979) e Thein et al. (1981), a DECH também ocorre
nos TMO singénicos e autdlogos, sendo considerada a possibilidade de deficiéncia no
reconhecimento dos antigenos do proprio hospedeiro, desenvolvendo, deste modo, um
processo auto-imune relacionado a DECH.

Sale et al. (1981) relataram associacdo estatisticamente significante da

sialodenite e da dacrioadenite (inflamacao da glandula lacrimal) a DECH, estabelecendo
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um critério histologico de classificagdo para as glandulas afetadas, respectivamente as
salivares menores e as lacrimais. O critério estabelecia dois graus, sendo grau I, quando
ocorria infiltrado inflamatério cronico e sialodenite ou dacrioadenite; e grau II, quando
se somava ao grau I a necrose epitelial da mucosa bucal; dilatagdo, necrose das células
epiteliais e invasdo por linfocitos nos ductos glandulares. Os autores também
encontraram evidéncias da ocorréncia destas alteragdes nas duas formas da DECH,
aguda e crdnica.

Rodu; Gockerman (1983) caracterizaram a reagdo clinica da DECHc por uma
queratose liquendide de mucosa com achados histologicos semelhantes ao liquen plano
na mucosa e, nas GSL, semelhantes a sindrome de Sjogren. Os autores enfatizaram que
os achados bucais sdo de importante valor no reconhecimento precoce, bem como para
0 acompanhamento da doenga.

Schubert et al. (1984) realizaram um estudo acompanhando 60 pacientes de 180
a quinhentos dias pds-TMO alogénico para identificar as caracteristicas clinicas
(Quadro 1) e histopatologicas das lesdes bucais de DECHc. Os pacientes foram
submetidos a biopsia incisional de ldbio inferior de aproximadamente, 6 x 3 mm de
tamanho, a 10 mm de distancia do vermelhdo do labio, fixados em formol a 10% e

corados com HE e PAS (Quadro 2).
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QUADRO 1

Caracteristicas clinicas da DECHc, segundo Schubert ef al. (1984).

Cor Tecidos bucais hipocorados ou hiperemiados

Atrofia Perda de ceratinizacdo e/ou diminui¢do da espessura da

mucosa associada ao eritema; atrofia das papilas linguais

Aparéncia liquendide  Eritema difuso com placas, papulas ou estrias levemente

elevadas, atrofia das papilas filiformes

Vascularizacao Aumento do nimero ou tamanho dos elementos vasculares na
submucosa

Estomatite angular Inflamacao ou ulcera¢do das comissuras labiais

Glandulas salivares Eritema dos orificios dos ductos

menores palatinas

inflamadas

Dor oral Dor generalizada, ndo especifica, espontanea e/ou induzida

Xerostomia Sensacgdo de diminuigdo do fluxo salivar
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QUADRO 2

Caracteristicas histologicas da DECHc, segundo Schubert et al. (1984)

Glandulas salivares menores Infiltragdo linfocitica difusa
Infiltracdo linfocitica periductal

Atrofia ou destrui¢ao dos acinos

Mucosa bucal Infiltracdo linfocitica subepitelial
Degeneracao das células basais

Necrose das células ductais

A partir das observacdes clinicas e histopatologicas, Schubert et al. (1984)
verificaram uma semelhanca entre DECHc e as vdrias lesdes bucais que ocorrem em
doencas autoimunes. Reacdes liquendides associadas a mucosa atrdfica e eritematosa
assemelham-se a lesdes de liquen plano, lupus eritematoso, lesdes ulceradas e estriadas.
Pode ocorrer uma resposta gengival eritematosa intensa e atréfica que lembra o
penfigéide benigno de mucosa. Os pacientes que relataram ressecamento bucal
apresentavam mudangas salivares quantitativas e qualitativas decorrentes de necrose
ductal, sialodenite, infiltragdo linfocitica epitelial e destrui¢do acinar semelhantes a
sindrome de Sjogren. A dor bucal foi relacionada a atividade de DECHc apds
interrupg¢do do tratamento com imunossupressores.

A forma aguda da doenga se inicia cerca de 13 a 68 dias pds-TMO, enquanto a
forma cronica aparece por volta de 100 dias de transplante (dia + 100). A forma crénica
pode aparecer como uma evolucdo da forma aguda, seguindo um periodo quiescente

apos resolucgdo clinica da fase aguda ou, ainda, de forma tardia (Barrett; Bilous, 1984).
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A DECH ¢ uma séria complicagdo resultante de uma reagdo imunolodgica
provocada pelos linfocitos T do doador contra os tecidos do receptor, afetando multiplos
orgdos. O envolvimento da pele e superficies mucosas da regido de cabega e pescogo,
em particular da boca, ocorre em grande niimero de pacientes. As caracteristicas clinicas
e histologicas variam de acordo com o tempo de instalagdo da condigdo. O exame
clinico da regido de cabeca e pescogo e a bidpsia da mucosa bucal sdo importantes, ndo
sO para diagnostico, mas também para avaliacdo do progresso e da resposta da DECH
ao tratamento (MEDINA et al., 1984).

A DECH ¢ uma complicacdo comum em pacientes submetidos ao transplante
alogénico, que se desenvolve através do ataque de linfocitos T transplantados a varios
tecidos do receptor, devido as diferencas nos antigenos maiores € menores de
histocompatibilidade (SULLIVAN, 1986).

Fujii et al. (1988) analisaram, através de reagdes de imunoistoquimica, lesdes
bucais de pacientes submetidos ao TMO alogénico com DECH, obtendo achados que
sugeririam a imunidade celular mediada por células T citotoxicas como responsavel
pela patogénese das lesdes liquendides de DECH.

Kolbinson et al. (1988) afirmaram que a DECHa pode se iniciar, em média, 18,5
dias p6s-TMO, com manifestagdes bucais como descamacdo dolorosa, ulceracdo de
mucosa bucal, queilite, estrias liquendides e eritema. A maioria dessas alteracdes ndo
seria especifica, podendo estar associadas ao regime de condicionamento.

A DECH observada nos transplantes de medula 6ssea singénico e autdlogo fez
com que Vogelsang er al. (1988) acrescentassem a hipotese de reconhecimento
inapropriado dos antigenos do préprio hospedeiro como um processo auto-imune,

chamado de sindrome do enxerto contra o hospedeiro.
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Dahllof et al. (1988, 1989) relataram que todas as criangas que apresentaram
DECHCc clinica exibiram alteragdes em mucosa bucal do tipo eritema, atrofia do dorso
da lingua e lesdes liquenoides, observadas no periodo de dois a quatro anos apds o
TMO.

Wagner Jr et al. (1989) também verificaram a presenca de DECH em TMO
alégeno, singénico e autdlogo. A DECHa estaria associada a alta morbidade e alta
mortalidade, com metade dos pacientes evoluindo ao 6bito pela doenca ou complicagdes
da terapia. Um ataque imunoldgico dos linfocitos T contra os tecidos do receptor
resultaria numa complexa sindrome tendo como principais manifestacdes clinicas a
febre, o rash cutaneo, a diarréia e a disfuncdo hepatica. J& a DECHc apresentaria trés
padrdes clinicos de envolvimento da mucosa bucal: a) exantema papular; b) erup¢ao
liquendide e c¢) processo descamativo com esfoliagdo de placas mucosas e
esbranquigadas. Quanto ao tempo de ocorréncia, a DECHa ocorreria nos trés primeiros
meses € a cronica se manifestaria no periodo de trés a seis meses pos-TMO.

Nakhleh et al. (1989) defenderam o uso da biopsia de ldbio em forma de cunha
para garantir a inclusdo de mucosa bucal e GSL. Esta biopsia, facilmente obtida, ¢
muito usada para estadiamento da DECHc. Os autores relataram a possibilidade de uma
correlagdo importante das alteracdes de mucosa e GSL com o grau de DECHc
sistémica, sendo que as glandulas salivares seriam melhores para revelar esta relagao.

Varios testes sdo feitos entre os dias 90 e 100 p6s-TMO para determinar se os
pacientes tétm DECHc. Os pacientes com DECHc ativa seriam avaliados quanto a
instituicdo ou continuidade da terapia imunossupressora, com o intuito de se evitar a
generalizacdo da condi¢do, que leva ao aumento da morbidade e mortalidade

(WINGARD et al., 1989).
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Cerca de 30 a 50% dos pacientes que sobrevivem seis meses ou mais apos TMO
com HLA idéntico de irmdo desenvolvem DECHc. A média de tempo para inicio ¢ de 3
a 4 meses p6s-TMO, mas as manifestagcdes bucais podem ocorrer desde 70 dias até 15
meses pos-TMO. O infiltrado celular mononuclear observado em bidpsias de pele e
labio é composto predominantemente de linfocitos CD+8 (ATKINSON, 1990).

Lishner et al. (1990) descreveram o aparecimento de carcinomas de células
escamosas em pacientes submetidos ao TMO, estabelecendo uma possivel correlagdo
com a terapia imunossupressora para prevencdo de DECH. Trés pacientes tiveram
manifesta¢do dos carcinomas em areas envolvidas por DECH cronica.

O reconhecimento de antigenos distintos nas células do doador pelas células
imunocompetentes do receptor pode levar a rejei¢do do enxerto. No entanto, os
linfocitos T do doador podem reconhecer antigenos especificos no hospedeiro,
determinando o aparecimento da DECH, responsavel em grande parte pela morbidade e
mortalidade nos transplantes alogénicos (TABAK, 1991).

Bombi ef al. (1992) mencionaram que o resultado de uma bidpsia de pele
realizada no dia +100 teria um fator preditivo de desenvolvimento de DECHc, mas que
a acdo dos agentes usados no condicionamento do paciente sobre a pele diminuiria o
valor da deteccao.

O indice de recidivas da doenga primaria em pacientes que apresentaram DECH
aguda ou crdnica ¢ menor, porém o efeito na sobrevida pode ser negativo, devido ao
aumento de complicacdes. O estabelecimento do dia +100 (100 dias apés TMO) como
divisor entre a DECH aguda e cronica ¢ arbitraria, mas serviria com referéncia para
avaliagcdes dos pacientes. A DECHc acomete cerca de 20 a 40% dos pacientes que
sobrevivem pelo menos 100 dias ap6s o procedimento, sendo a complicacao tardia mais

freqliente (TABAK, 1992).
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Segundo Mattson ef al. (1992), a DECH seria um dos fatores que limitariam o
sucesso do TMO, sendo uma importante causa de complicagdes ou falha do transplante
em 30 a 70% dos casos.

A DECHCc poderia se manifestar como ulceras bucais, bolhas e descamacgdo de
mucosa, frequentemente associada a achados liquenoides, com prevaléncia variando de
20 a33,3% (WOO et al., 1993).

Okunewick et al. (1993) relataram que o género do doador poderia interferir na
susceptibilidade a DECH, nos casos de receptores e doadores com géneros diferentes.
Os autores relataram que, nestes casos, parecia haver uma reagdo do enxerto contra os
antigenos de histocompatibilidade relacionados ao cromossomo Y ou ao X.

Ghalie et al. (1994) ndo encontraram correlagdo entre o desenvolvimento de
DECH e os parametros idade do paciente, diagndstico, género do doador, género do
receptor, idade do doador, doador de género diferente do receptor e contagem de
neutréfilos >1000 x 10° cels/L.

A boca estaria envolvida em 80% dos casos de DECH tendo a xerostomia como
achado interessante, com as glandulas salivares menores exibindo caracteristicas
histopatologicas da sindrome de Sjogren (CURTIS; CAUGHMAN, 1994).

Hiroki et al. (1994) avaliaram 10 pacientes com DECHc clinica que foram
submetidos a bidpsia de mucosa bucal e GSL no periodo de 100 a 200 dias p6s-TMO.
Os espécimes de GSL foram avaliados de acordo com o grau de infiltra¢do linfocitica
difusa, a presenc¢a de infiltracdo linfocitica periductal e atrofia ou destruicao do acino.
Os estudos imunoistoquimicos mostraram que havia predominancia de células T CD8+
sobre CD4+ em GSL e em mucosa bucal estariam em nimero semelhantes. Os autores

verificaram que as alteragdes de GSL refletiam anormalidades em outros 6rgdos e que
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os achados seriam mais uteis no estadiamento da DECHc do que os outros orgaos
envolvidos.

Weddell et al. (1995) relataram que a DECHc comumente envolve mucosa
bucal, manifestando-se como Uulceras ou eritemas dolorosos, erupgdes reticulares e
liquendides ou descamacdo. Poderia, ainda, ser acompanhada por disfuncdo das
glandulas salivares com xerostomia, disfagia e disgeusia. A utilizagdo de bochechos
com dexametasona poderia ser de grande auxilio nos casos graves.

O Quadro 3 agrupa os critérios histopatologicos propostos por Horn (1995) para
classifica¢ao do grau de DECHc.

Em pacientes mantidos sob terapia imunossupressora ou nos casos de DECHc
persistente, a avaliagdo da atividade da DECHc ¢ mais dificil. Frequentemente ha um
dano e fibrose residuais, sendo que a inflamagao pode estar escassa (SALE et al., 1995).
Esses mesmos autores fizeram uma andlise cronoldgica das biopsias de labio entre os
dias 80 e 600, que revelaram alteragdes variando de reagdes liquendides pronunciadas a
atrofia tardia da mucosa. Nas GSL, a inflamacdo estava centralizada primariamente
sobre o epitélio do ducto e raramente foi verificado infiltrado inflamatério marcante,
como usado em estudos prévios para graduar a sindrome de Sjogren. A inflamacdo foi
seguida pela destruicdo das glandulas, com degenera¢do mixoide intersticial e involugao
fibrosa dos lobulos. As bidpsias de pacientes que responderam ao tratamento para

DECHCc apresentavam lobulos fibréticos adjacentes as GSL normais.
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QUADRO 3

Classificacao da DECHc proposta por Horn (1995)

Grau de DECHe Caracteristicas histopatologicas

1 Mucosa: Vacuolizagdo das células basais, moderado infiltrado linfocitario e
moderada exocitose epitelial.

GSL: moderado infiltrado intersticial.

11 Mucosa: Vacuolizagdo basal, células epiteliais disceratoticas, necrose de
queratindcitos com satelitose, moderado a intenso infiltrado inflamatério na
lamina prépria e moderada exocitose epitelial.

GSL: moderada destruicdo acinar, dilatacdo ductal, metaplasia escamosa,
acimulo de muco, fibrose moderada, proliferagio de células ductais e
infiltrado linfocitico periductal.

1 Mucosa: clivagem focal entre epitélio e ldmina propria, intenso infiltrado
inflamatorio na lamina propria, células epiteliais disceratdticas e exocitose
linfocitaria.

GSL: marcado infiltrado linfocitario intersticial, com destrui¢do difusa dos
acinos e ductos.

v Mucosa: separagio do epitélio e da lamina propria.

GSL: completa perda dos acinos, ductos marcadamente dilatados e fibrose

intersticial com ou sem infiltrado inflamatorio.

O diagnostico precoce e preciso da DECHce ¢ fundamental, uma vez que ¢ uma
das mais sérias complicagdes pos-TMO alogénico. Muitos dos sinais ou sintomas na
pele e figado sdo inespecificos e normalmente confundidos com outras alteragdes. Os
achados histologicos nas GSL e mucosa bucal refletem a proximidade do estado da
doenca cronica e o grau de infiltrado inflamatdrio parece relacionar-se a severidade da

doenca e a manifestagdo em outros o6rgdos. Além disso, alteracdes em GSL ndo estdo
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necessariamente associadas a lesdes de mucosa bucal. Pacientes sem alteragdes clinicas
com diagnodstico anatomopatologico de DECHc de mucosa bucal e GSL tendem a
desenvolver a doenca como disfuncdo hepatica e pneumonia intersticial. As alteragcdes
da glandula parétida também podem estar presentes, como o aumento de volume e a dor
(NAKAMURA et al., 1996).

Nagler et al. (1996) associaram a disfuncdo das glandulas salivares
(hiposalivagao) presente na DECH aguda e cronica a gravidade do quadro, comprovada
através de cintilografia das glandulas salivares maiores.

Woo et al. (1997) relataram que apesar da profilaxia, a DECH continuaria a
representar a maior complicagdo do TMO alogénico, ocorrendo em 25 a 70% dos casos.
Segundo os autores, a pele, o trato gastrintestinal e o figado seriam os Orgdos
primariamente afetados.

Yamada ef al. (1997) sugeriram que citocinas poderiam ativar as células “natural
killers” que influiriam diretamente no dano citotdxico observado nas manifestacdes de
DECH, contestando a visdo de que a DECH fosse mediada por células T.

Fujiwara ef al. (1997) observaram, em trabalhos experimentais com ratos, que o
tipo celular mais proeminente observado na lamina propria era de forma dendritica,
reforgando a possibilidade de células MHC classe II+ apresentarem antigenos durante
indugdo de resposta imunoldgica local a DECH.

Um estudo retrospectivo de 34 fatores considerados de risco para o
desenvolvimento de DECHc, envolvendo 451 pacientes submetidos a TMO alogénico,
foi realizado por Carlens ef al. (1998). Dentre os individuos, 334 eram aparentados
HLA idénticos e 87 ndo-aparentados, sendo observados apds o 3° més do TMO. A
incidéncia acumulada em cinco anos foi de 45%. A idade avangada do receptor foi o

fator preditivo de maior influéncia (p=0,001). Na analise multivariada, a DECHa prévia
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(p=0,001), doadoras femininas para receptores masculinos (p=0,006) e leucemia
mieloéide cronica (p=0,014) em comparacdo a outras doengas de base, foram
estatisticamente significativas. Nos pacientes submetidos ao TMO HLA idéntico que
receberam profilaxia com MTX e CsA, a idade do receptor e LMC foram os fatores
mais importantes.

Wagner et al. (1998) realizaram um estudo para verificar a relagdo entre os
exames utilizados para avaliar a DECHc, em torno dos dias 70 e 120 apés o TMO
alogénico, e o impacto do uso de corticosterdides 100 dias apds o TMO. Os autores
avaliaram retrospectivamente 241 paciente que receberam MTX e CsA para profilaxia
da DECH e que sobreviveram sem recidiva por no minimo 4 meses. Pacientes que
desenvolveram DECH foram comparados aos que ndo desenvolveram, com a finalidade
de avaliar o papel dos testes em predizer a possibilidade de desenvolvimento de DECHc
extensa, tais como: biopsia de pele, bidpsia de labio, teste de Schirmer, fosfatase
alcalina sérica, aspartato transaminase, nivel de imunoglobulina e contagem de
plaquetas. Em analise univariada, o exame bucal positivo e a baixa contagem de
plaquetas foram preditivos de desenvolvimento de DECHc extensa. Na multivariada,
acrescida de outros fatores de risco, como idade e historia de DECHa, os fatores que
tiveram maior associacdo com o desenvolvimento de DECHc foram a historia de
DECHa e o uso de corticosterdides no dia +100 (p=0,0001). O uso de corticosterdides
para DECHa no dia +100 teve um efeito preditivo de desenvolvimento de DECHc
independente do grau da DECHa (p=0,004). No entanto, 55% dos pacientes tinham
doadores ndo totalmente compativeis ou ndo aparentados, podendo desenvolver mais
DECH aguda ou cronica.

Com base no resultado do estudo relatado anteriormente, Wagner et al. (1998)

sugeriram que os pacientes fossem distribuidos em trés diferentes grupos de risco para
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desenvolvimento de DECHc: baixo, sem corticosteroides e historia negativa de DECHa;
intermediario, sem corticosterdides e com historia positiva de DECHa; e alto, com
corticosterdides no dia +100. Eles ainda concluiram que os testes avaliados ndo foram
capazes de predizer o desenvolvimento da DECHc.

O diagnostico e estadiamento da DECHc pode ser feito a partir de espécimes de
mucosa labial e glandulas salivares labiais obtidas através de bidpsia realizada no dia
+100 (SCHUBERT et al., 1999).

Corréa (1999) concluiu com base nos achados de seu trabalho que: a glandula
salivar revelaria melhor o grau da DECHc que a mucosa bucal e a pele; a historia de
DECHa pregressa; os doadores do género feminino para receptores do género
masculino e o tipo de TMO se mostraram importantes na sobrevida dos pacientes. A
DECHa, o tipo de transplante e o género do doador foram importantes fatores preditivos
de DECHc. Uma sobrevida menor estaria relacionada aos pacientes com acometimento
de GSL e mucosa bucal em graus histologicos crescentes.

Segundo Nagler ef al. (1999) a patofisiologia da xerostomia e da hipossalivagao
observadas na DECH poderia ser resumida como causada por regulagio do HLA,
infiltragdo mononuclear e desregulacdo das citocinas.

A DECHc estaria diretamente relacionada ao efeito enxerto versus hospedeiro
(EVT) que ocorre apés o TMO alogénico e que a deplegdo das células T do enxerto,
realizada previamente ao TMO, resultaria em aumento da recidiva da doenga neoplasica
primaria (MURPHY; BLAZAR, 1999). Os mesmos autores descreveram o papel do
condicionamento na DECH através da indug¢ao de citocinas, anteriormente ao
recebimento do TMO propriamente dito. As multiplas fases da DECH também foram
descritas pelos autores como ‘fase de inducdo’, onde as células T doadas percebem

aloantigenos e entdo se tornam ativadas e se expandem por clonagem, na ‘fase de
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expansdo’. Estas células T liberam, entdo, citocinas (fase chamada ‘tempestade de
citocinas’) e possivelmente quimiocinas, que resultam no recrutamento de outros tipos
de células (macrdéfagos, granulodcitos, células ‘natural killer’, etc.), na ‘fase de
recrutamento’. Finalmente, as células T e os outros tipos de células poderiam mediar a
patologia associada com a DECH (a ‘fase do efeito’). Segundo os autores, as citocinas
dirigem a resposta imune e desempenham um papel primordial em todas as fases da
DECH.

Levy et al. (2000) relataram que a xerostomia grave observada em alguns
pacientes com DECHc seria um fendmeno de longa-vida, uma vez que o parénquima
glandular funcional é perdido e reposto por tecido fibroso. Desta forma, uma terapia
com pilocarpina oral ou outros compostos terapéuticos poderia ser indicada.

Segundo Cohen et al. (2000), o sangue de corddo umbilical (SCU) tem um alto
nimero de células com potencial de proliferacdo e €, portanto, uma fonte alternativa de
células hematopoiéticas para transplante alogénico. Além disso, haveria uma maior
disponibilidade de SCU a baixo custo se comparado a MO, sendo que a severidade da
DECH ¢ menor na utilizagdo desta fonte. A producdo de células T, macrofagos e células
‘natural killer’ sdo reduzidas no SCU, em comparagdo ao sangue de adultos. A
habilidade das células do corddo em responder as citocinas e também de manter a
resposta inflamatoria ¢ diminuida e se deve, provavelmente, a baixa expressdo de
receptores de citocinas. Apesar disto, casos de DECH grave estdo relatados na literatura
com SCU, provavelmente devido a habilidade do organismo em sintetizar citocinas e a
uma predisposicao genética.

Gomez et al. (2001) descreveram uma proposta de classificagao histopatologica
para DECHc bucal com base na intensidade do infiltrado inflamatorio presente. A

classificagdo da énfase as GSL em virtude de refletirem mais fielmente o estado
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sistémico dos pacientes. Foram avaliados seis campos histologicos no aumento de 400X
(microscopio 6tico), realizando-se contagens de infiltrado inflamatério. Foram
consideradas DECHc ausente, as amostras que apresentaram até 30 células
inflamatorias nos 6 campos histolégicos; DECHc leve, aquelas amostras que
apresentavam na somatoria dos 6 campos, entre 30 e 140 células inflamatdrias; DECHc
moderada, aquelas que apresentavam entre 141 a 250 células inflamatoérias; e DECHc
grave, aquelas que apresentavam acima de 250 células.

A DECH cronica comumente se manifesta na boca, através de reacdes
liquendides, atrofia de mucosa, eritema, lceras e xerostomia (SOUZA et al., 2004).

Filipovich et al. (2005) mencionaram que a DECH era tradicionalmente
classificada em aguda ou cronica pelo momento de instalagcdo apé6s TCTH. Entretanto,
um critério de consenso estabelecido pelo Instituto Nacional de Saiide dos EUA (NIH)
recomenda a classificacio baseada nos sinais e sintomas e ndo temporal, como
anteriormente. A DECHa frequentemente ocorre até 100 dias apés TCTH, mas pode
persistir através do tempo ou recorrer.

Apesar dos significativos avangos no conhecimento da patobiologia da DECH
aguda e cronica e a melhora nas técnicas de sua prevencdo e manejo, a mesma
permanece como uma barreira significativa a expansao da utilizagdo clinica e aplicagdo
do TCTH alogénico (SCHUBERT; CORREA, 2008).

Imanguli et al. (2008) relataram que a DECHc € o principal impedimento para a
expansdo do uso do TCTH e que a mesma seria desenvolvida em cerca de 40 a 70 %
dos pacientes que sobrevivessem a fase inicial do TCTH, podendo persistir por meses

ou anos, e requerendo cuidados multidisciplinares por longo periodo de tempo.
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2.3 Microquimerismo

O microquimerismo (MC) tem sido definido como uma mistura de pequeno
nimero de células de diferentes individuos coexistindo nos tecidos, incluindo o sangue
periférico (ANDO; DAVIES, 2003).

O desenvolvimento de MC apo6s transplante de 6rgdos, transfusdo de sangue e
gravidez ¢ um fendmeno reconhecido (STARZL, 1993; DZIK, 1995; BIANCHI et al.,
1996). As semelhangas entre algumas doengas auto-imunes e DECHc, que pode
desenvolver-se apds o TCTH, tem sugerido que as células microquiméricas do feto ou
maternas podem ter um envolvimento na patogénese de algumas doencas auto-imunes
(NELSON et al., 1998).

KLINTSCHAR et al. (2001) verificaram a presenga de microquimerismo fetal
do cromossomo Y em mulheres com Tireoidite de Hashimoto que tiveram pelo menos
um filho homem. Os resultados permitiram que os mesmos sugerissem a participagao do
microquimerismo no desenvolvimento da condi¢do, embora ndo pudessem eliminar
completamente a hipdtese de que o microquimerismo seria somente um ‘“‘espectador
inocente” no processo desencadeado por outros mecanismos.

O Microquimerismo fetal ¢ definido como a presenga de células fetais em
tecidos maternos, sendo este processo estabelecido durante a gravidez. Entretanto,
microquimerismo no sangue fetal periférico que persiste no periodo pds-parto €
considerado um evento natural e implica na inducdo da tolerancia durante a gravidez.
Evidéncias acumuladas sugerem que tecidos imunes fetais podem ser reativos aos
antigenos maternos e, assim, ter a capacidade de gerar reagdes no hospedeiro. Isto
deveria promover um mecanismo para a iniciacdo e/ou exacerbacdo da doenga auto-

imune (ANDO; DAVIES, 2003).
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Recentemente tem sido sugerido que o microquimerismo pode ter um papel
significativo na etiopatogenia de algumas doengas auto-imunes. Exames de correlagao
entre o microquimerismo e as manifestagdes clinicas e soroldgicas presentes no paciente
tém a possibilidade de esclarecer o mecanismo do microquimerismo nas condi¢cdes
auto-imunes (MOSCA et al., 2003).

Estudos feitos em pacientes com esclerodermia tém mostrado uma significante
maior prevaléncia de microquimerismo em pacientes com esclerodermia (entre 46-
61,5%) que em controles saudéveis (entre 4-5%) (NELSON et al., 1998; ICHICAWA et
al., 2001). A presen¢a de microquimerismo também tem sido demonstrada em outras
condi¢des auto-imunes, como as miopatias juvenis idiopaticas inflamatérias (REED et
al., 2000), sindrome de Sjogren (KUROKI et al., 2002) e lupus eritematoso sistémico
(MOSCA et al., 2003). Juntamente com os achados de células fetais no sangue
periférico materno, a presenga destas células em varios tecidos maternos tem sido
demonstrada. Devido as alteracdes imunoldgicas que caracterizam as doengas auto-
imunes poderem se diferenciar grandemente, a possibilidade de que as células
quiméricas interfiram na historia natural das doengas auto-imunes por diferentes
mecanismos foi sugerida (MOSCA et al., 2003).

Embora o microquimerismo esteja possivelmente relacionado ao
desenvolvimento de doengas auto-imunes, nas lesdes de liquen plano bucal de mulheres
que tiveram filhos do género masculino ndo pdde ser identificada a presenca do
cromossomo Y (WEGER et al., 2006). O mesmo havia sido observado anteriormente
para leucdécitos obtidos do infiltrado inflamatorio de lesdes bucais de liquen plano em
outro grupo de pacientes semelhantes (LOMBARDI et al., 2001).

Kuroki et al. (2002) e Endo et al. (2002) evidenciaram a existéncia de

microquimerismo materno-fetal nas glandulas salivares labiais de mulheres com
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sindrome de Sjogren que tiveram filhos do género masculino, através da identificagao
da presenga de DNA masculino (Cromossomo Y). O microquimerismo poderia estar
relacionado a inflamacdo presente na sindrome de Sjdgren, sugerindo que o mesmo
ocorreria devido a DECH induzida pelas células fetais nas maes (ENDO et al., 2002).

As variaveis clinicas também sdo muito importantes, particularmente a histéria
de gravidez, se o DNA masculino for usado como medida do microquimerismo
(LAMBERT; NELSON, 2003).

Um estudo para verificagdo de microquimerismo fetal em pele afetada e ndo
afetada de mulheres portadoras de esclerose sist€émica com pelo menos um filho do
género masculino foi realizado por Sawaya et al. (2004). Os autores mencionaram que a
presenca de grande quantidade de células microquiméricas em pele clinicamente ndo
afetada na esclerose sistémica, antes da deteccdo de mudancgas escleroticas evidentes,
sugeriu que o influxo de células microquiméricas deveria preceder o desenvolvimento
de fibrose. Isto proveria suporte adicional a hipdtese de que o microquimerismo fetal
deveria ter um papel na patogénese da esclerose sistémica.

O’Donoghue et al.(2004) sugeriram que o microquimerismo fetal seria mais
comum que o estimado, podendo ocorrer como um resultado incidental da gravidez sem
significado biologico ou podendo ter conseqiiéncias a longo prazo. Células fetais
persistentes na medula e outros tecidos poderiam explicar porque as mulheres seriam
piores doadoras de oOrgdos e medula para transplantes. Se as células fetais
microquiméricas podem, como sugerido experimentalmente, ser ativadas por estimulo
quimico ou gravidez futura, ou induzir doenca por altera¢do do sistema imune maternal
permanece desconhecido. Entretando, células fetais na medula maternal poderiam

também atuar como reservatorios de células tronco e explicar porque as mulheres vivem
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mais que os homens e porque a gravidez protege contra susceptibilidade a algumas
doencas.

Yan et al. (2005) investigaram o microquimerismo do cromossomo Y em
mulheres sem filhos. Outras possibilidades de microquimerismo foram levantadas pelos
autores, como aborto espontdneo ndo reconhecido, gémeo masculino perdido,
transferéncia de um irmao mais velho para a mae, ou relacao sexual.

O microquimerismo materno também foi investigado por Hayashida et al.
(2007) em pacientes do género masculino com Atresia Biliar. A presenca de células
femininas no figado de pacientes afetados pela condicdo citada foi significativamente
maior do que nos pacientes com outras doengas hepdticas, levando a sugestdo de que o
microquimerismo maternal poderia contribuir para a patogénese da Atresia Biliar.

Vymetalova et al. (2008) avaliaram a presenga de microquimerismo do
cromossomo Y em 40 aortas toracicas de doadoras e receptoras do género feminino
através de PCR, encontrando uma propor¢do de 47,5% de microquimerismo do
cromossomo Y em DNA livre no plasma. Os autores afirmaram que o uso de DNA livre
no plasma para deteccdo de rejeicao de o6rgaos seria dificil e impraticavel.

Dubernard et al. (2008) avaliaram mulheres com cancer de mama que estavam
gravidas de fetos do género masculino quanto a presen¢a de células fetais (FISH para
cromossomo Y e imunoistoquimica). Os achados permitiram que os mesmos
concluissem que ¢ freqliente a presenca de células fetais no estroma tumoral. Levando-
se em conta que o estroma tem um papel importante na proliferagdo tumoral, estas
células poderiam interferir no progndstico destes carcinomas, levantando-se a
possibilidade de utilizagdo das mesmas como alvos terapéuticos para influenciar o

comportamento tumoral.
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Em um estudo experimental, Dubernard et al. (2009) verificaram que células
fetais expressando citoqueratinas estavam sempre presentes em carcinomas de mama
associados a gestacdo, sendo que os tumores de alto grau continham mais células fetais.

Os foliculos pilosos de recipientes de TCTH constituem o tecido com a maior
necessidade de regeneracdo ap0s altas doses de quimioterapia. Sendo assim, Jacewicz et
al. (2010) realizaram um estudo para verificar se 0 DNA do doador masculino poderia
estar presente nos foliculos pilosos das receptoras, conseguindo evidenciar esta presenca
mas nao a constituicdo dos mesmos por 100% de células originadas do doador.

Gadi (2010) comparou a expressdao do microquimerismo fetal do cromossomo Y
em amostras de tecido normal de mamas de pacientes com carcinoma invasivo a de
pacientes sem a doenca que fizeram mamoplastia de redugao. Os achados revelaram que
no grupo das pacientes com mamas sem céancer ocorreu 63% de expressio do
microquimerismo fetal, enquanto que no grupo das pacientes com cancer foi de 26%.
Estes achados confirmariam a hipdtese da prote¢do contra o cancer de mama associada
ao microquimerismo fetal que havia sido detectada no sangue circulante e agora
refletida no tecido mamario.

Estudos recentes tém destacado a presenca de microquimerismo em Varios
enxertos solidos, mas o significado biologico destas células quiméricas ¢ controverso.
Elas podem ser benéficas, levando a melhor tolerancia dos enxertos ou participando do
reparo tecidual ou, em contraste, deletéria, se envolvida em doencas crdnicas
(FERLICOT et al., 2010). Os mesmos autores investigaram 0 microquimerismo em
transplantes renais alogénicos de doadores do género feminino para receptores do
género masculino, através de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) combinada
com imunoistoquimica, verificando uma associag@o entre microquimerismo endotelial e

episodios prévios de rejeicdo mediada por células T.
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2.3.1 Microquimerismo e doenga do enxerto contra o hospedeiro

O Microquimerismo tem sido demonstrado apds transplante de 6rgdos (como
transplante de medula dssea, rins e coragdo) através da persistente mistura de
populagdes de células do doador e hospedeiro. Acredita-se que as células imunes
quiméricas do doador tenham atividade na modulacao da resposta imune no hospedeiro.
As células do doador podem iniciar ndo somente a doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), mas também possuir um importante papel na indug@o da tolerancia
ao tecido enxertado (TRIULZI; NALESNIK, 2001).

Os tecidos, especialmente quando afetados pela DECH, podem conter infiltrados
de células hematopoiéticas ou linféides do doador (TRAN et al., 2003). Como as células
T representam a principal populacdo de células mediando a DECH, o monitoramento
precoce do quimerismo de células T pode predizer a ocorréncia de DECH aguda de grau
moderado a grave (JAKSCH et al., 2005).

O TCTH realizado a partir de doador do género feminino ¢ mais sujeito ao
desenvolvimento de DECH, o que pode ser justificado por possivel gravidez antes do
transplante e devido, provavelmente, ao microquimerismo fetal (VERDIIK ez al., 2004),
relacionado aos antigenos menores de histocompatibilidade (ADAMS et al., 2003).

Adams et al. (2003) relataram a possibilidade de ocorréncia de quimerismo de
origem materno-fetal, de transfusdes de sangue nao-irradiadas e de gémeos, podendo
contribuir para o estabelecimento e desenvolvimento de DECH em individuos
transplantados a partir de doadores homens ou mulheres sem historia de gravidez.

A obtencdo do quimerismo completo a partir de células do doador ¢ o objetivo

principal do TCTH alogénico. A persisténcia de células hematopoiéticas do receptor
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aumenta o risco de recorréncia da doenga primaria, uma das maiores razdes de
mortalidade apdés TCTH alogénico. Outra razdo principal para morbidade e mortalidade
¢ a DECHc extensa, a qual pode ser mais grave quando o quimerismo completo ocorre
precocemente no sangue periférico. Portanto, o quimerismo completo precoce pode ser
preditivo de desenvolvimento de DECHc grave (BALON et al., 2005).

Tran et al. (2003) examinando pacientes submetidos a transplantes de doadores
do género masculino para receptores do género feminino, apds quatro a seis anos de
transplante, identificaram células da mucosa bucal positivas para cromossomo Y em
todas as pacientes, em propor¢des de 0,8 a 12,7 %, ndo fazendo qualquer correlagdo
com a gradagdo clinica ou histologica da DECHc. Os mesmos autores evidenciaram a
transdiferenciagdo de células tronco de medula Ossea para células epiteliais bucais,
através da técnica de FISH associada a imunoistoquimica.

SPYRIDONIDIS et al. (2004) verificaram uma maior presenca de células do
doador no epitélio danificado de célon em mulheres submetidas ao TCTH, quando
comparadas as areas com epitélio intacto. Os autores, utilizando-se de técnica de FISH
para identificagdo do cromossomo Y, descartaram a hipotese de transferéncia horizontal
de DNA ou fusdo celular, afirmando que o dano tecidual aumentaria a incorporagdo de
células epiteliais de origem do doador, tornando o quimerismo epitelial um fendmeno
real apos TCTH.

O microquimerismo em TCTH de doador-receptor de géneros diferentes pode
ser avaliado através de PCR ou de FISH para identificagdo de cromossomos sexuais
(BUNO et al., 2005).

A informacdo sobre o estdgio do quimerismo do paciente ¢ de grande
importancia na comparagdo de diferentes regimes de condicionamento e de profilaxia,

bem como no estabelecimento do prognodstico apés TCTH (GRUBIC et al., 2005).
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Metaxas et al. (2005) relataram a presenca de 1,8% de células epiteliais bucais
de origem do doador em raspados de mucosa bucal de 12 de 13 mulheres que receberam
transplante de doadores do género masculino ha 56 a 1964 dias. Os raspados de mucosa
bucal foram realizados onde ndo havia sinais de mucosite ou DECH. As células
epiteliais foram identificadas pelas caracteristicas morfoldgicas epiteliais, expressdao de
citoqueratina, positividade para cromossomo Y e negatividade para CD45 (marcador de

linhagem sanguinea).
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3 OBJETIVO

Investigar a possibilidade da ocorréncia de microquimerismo em glandulas
salivares labiais de pacientes submetidas ao transplante de células tronco

hematopoiéticas alogénico.
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4 METODOLOGIA

Todo o protocolo de pesquisa seguiu a resolugdo 196/96 do Conselho Nacional
de Saude sendo aprovado pelo comité de ética em pesquisa (COEP) da UFMG sob o
parecer ETIC n° 373/08.

O microquimerismo em GSL de pacientes submetidas ao TCTH foi investigado
utilizando-se a avaliagdo da presenga de cromossomo Y em GSL de pacientes do género
feminino que receberam TCTH com doadores do género masculino, tratando-se de um
estudo analitico qualitativo com base genética. O cromossomo Y foi escolhido pela
facilidade de identificacio como de origem do doador, embora o microquimerismo

possa ocorrer entre doador e receptor de qualquer género.

4.1 Sele¢ao das amostras

Foram selecionadas onze amostras de glandulas salivares labiais (GSL) de
pacientes submetidos ao TCTH, sendo cinco amostras de pacientes do género feminino
com doadoras do género feminino, cinco amostras de pacientes do género feminino com
doadores do género masculino e uma amostra de paciente do género masculino, a partir
dos arquivos do laboratdrio de patologia bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG
(LPB-FOUFMG).

Das onze amostras selecionadas, cinco foram destinadas ao grupo estudo (género
feminino com doador do género masculino), cinco para o grupo controle negativo
(género feminino com doador do género feminino) e uma para o controle positivo

(género masculino). Ndo houve conhecimento prévio do grau de DECHc de cada
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paciente selecionado. Nenhuma das amostras de pacientes do género feminino se referia
a pacientes com histéria de gravidez de filhos do género masculino.

O grupo estudo foi utilizado em mesmo niimero ao grupo controle para tentar
compensar a impossibilidade de se descartar outras fontes de microquimerismo do
cromossomo Y, como a transfusdo sanguinea, & qual estes pacientes sdo submetidos
diversas vezes antes e algumas vezes depois do TCTH, bem como o aborto espontaneo,
um gémeo perdido ou relagdo sexual (DZIK, 1995; BIANCHI et al., 1996; KUROKI et

al. ,2002; YAN et al., 2005).

4.2 Coleta do material e obten¢do dos cortes

As amostras de GSL foram primariamente obtidas através de coleta realizada por
bidpsia incisional realizada em mucosa de 14bio inferior, do lado direito, apds anestesia
local por bloqueio de campo. As bidpsias foram realizadas na clinica do Projeto de
extensdo em tratamento de pacientes submetidos ao Transplante de Medula Ossea da
faculdade de Odontologia da UFMG (Projeto TMO-FOUFMG), conforme solicitagdo
do servico de TCTH do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG), em torno de cem
dias apos o TCTH, sendo parte do material coletado destinado a classifica¢do do grau de
DECHc em mucosa bucal e GSL segundo GOMEZ et al. (2001), realizado pela rotina
do LPB-FOUFMG. Outra parte das amostras de GSL foi embebida, por 30 minutos, em
solug@o de sacarose 30% a 4°C. Logo apds, as amostras foram transferidas para o meio
de inclusao Tissue-Tek (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA), acondicionadas em
criotubo e imediatamente colocadas em gelo seco. Apos aproximadamente 8 horas, as
amostras foram transferidas para freezer -70°C, onde permaneceram até o

processamento.
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As amostras dos grupos estudo e controle foram numeradas sequencialmente para
que ndo fossem conhecidos os géneros dos doadores durante o processo da pesquisa
(mascaramento).

Fragmentos de 7 um de cada amostra foram obtidos no criostato e colocados em
laminas com carga (VWR Scientific, West Chester, PA, USA) e fixados em acetona
(Merck, KGaA, Darmstadt, Germany) a 4°C por 10 minutos para coloragao histologica

e imuofluorescencia ou fixados em solucao de Carnoy para realizagdo da Hibridizacao.

4.3 Coloragao histologica

Para avaliagdo da qualidade e preservagdo do tecido, um fragmento de cada
corte obtido em criostato foi submetido a coloracdo histologica por hematoxilina e
eosina, segundo (FARIA et al, 2005, 2009). Os cortes foram submetidos a cinco
banhos de 4gua corrente por 3 minutos cada e, posteriormente, foram corados com
hematoxilina. Em seguida, as ldminas passaram por um banho de dgua corrente por 15
minutos e, entdo, foram corados com eosina. Foi realizada uma seqiiéncia de banhos em
alcool 70%, 80% e 85%, e mais trés banhos com alcool 95% para que os cortes fossem
desidratados. Em seguida, foram submetidas a trés banhos de xilol para diafanizagao, e
finalmente, as laminas foram montadas com Entellan (Merck, KGaA, Darmstadt,
Germany). A microscopia otica foi constatado que todas as amostras se apresentavam

preservadas e adequadas ao estudo.
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4.4 Teste de hibridizacdo “in situ” por fluorescéncia (FISH)

O protocolo para realizagdo da Hibridizagdo in situ por fluorescéncia foi
realizado com adaptagdes ao preconizado pelo fabricante da sonda, bem como ao
proposto por Buiio et al. (2003).

As amostras congeladas de GSL foram submetidas a cortes de 7um em criostato
e colocadas sobre laminas com carga (VWR Scientific, West Chester, PA, USA), sendo
realizadas duas laminas seqiienciais para cada amostra, uma para hibridizagdo in situ e
uma para imunofluorescéncia. Em cada lamina foram colocados trés cortes de cada
amostra.

As amostras destinadas a hibridizagdo in situ (1 1amina de cada) foram fixadas
em solu¢do de Carnoy (metanol:acido acético = 3:1 por volume) por duas vezes de 5
minutos cada. As laminas foram entdo levadas ao termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient 5331; Eppendorf AG, Hamburg, Germany) com adaptador para
Hibridizagdo in situ (In situ adapter, Eppendorf AG, Hamburg, Germany) por 20
minutos a 90°C; sendo entdo lavadas em 2X SSC (Solugdo de Citrato de Sodio Salino) a
37°C; desidratadas por cadeia crescente de etanol (70%, 85% e 100% por 1 minuto
cada) e secas a temperatura ambiente. As amostras receberam entdo tratamento com
50pul de solucdo de pepsina (Zymed laboratories, San Francisco, CA, USA) 0,005% em
HCI 0,01N a 37°C por 1 hora. Foram novamente desidratadas por cadeia crescente de
etanol (70%, 85% e 100% por 1 minuto cada) e deixadas no alcool 100% até receber a
solug¢do da sonda para cromossomo Y. A solucdo da sonda foi preparada em um tubo
contendo 0,5ul da sonda Vysis CEP Y Satellite III Spectrum Green (Abbott Molecular
Inc., Des Plaines, IL, USA), 3,5ul de buffer Vysis CEP Hybridization Buffer (Abbott

Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA) e 1ul de 4gua Milli-Q para cada lamina,
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submetido a centrifugagdo por 1 a 3 segundos, ao vortex, e novamente centrifugado por
1 a 3 segundos, sendo colocado em banho maria por cinco minutos a 73°C. O tubo com
a solugdo da sonda e as laminas foram mantidos na incubadora a 48°C. Em cada lamina
contendo trés cortes foram escolhidos os dois melhores cortes e o terceiro descartado.
No corte mais proximo a identificagdo de cada lamina foi adicionado 5 ul de SSC 2X
(para servir como controle negativo interno) e no mais distante Sul da solugdo da sonda,
sendo cobertas com laminulas, seladas com esmalte e levadas ao termociclador com
adaptador para ladminas por 5 minutos a 75°C (desnatura¢do), com temperatura baixando
até 48°C. As amostras foram entdo incubadas overnight (16h) em cdmara umida a 42°C.
As laminulas foram removidas das laminas através da remocdo do esmalte;
sendo as laminas submetidas a tratamento por 2 minutos em solu¢do de 0,4X SSC/0,3%
NP-40 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 75°C; submetidas a tratamento por
1 minuto em solucdao de 0,1% NP-40/ 2X SSC a temperatura ambiente, sem secar; €
recebendo 6 pl de DAPI (4°,6-diamino-2-phenylindole, dihydrochloride — Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 1:300 diluida em PBS-BSA 2% a temperatura
ambiente por 10 minutos. As ldminas foram entdo lavadas por duas vezes em 1X PBS a
temperatura ambiente, secadas em torno dos cortes com papel filtro, e montadas com
Hydromount (National Diagnostics Inc., Atlanta, GA, USA) a temperatura ambiente.
Observagao: todas as fases a partir da diluicdo da sonda foram realizadas ao

abrigo da luz.

4.5 Reagoes de imunofluorescéncia

As reagdes de imunofluorescéncia seguiram o protocolo descrito por Faria et al.

(2005, 2009). As laminas sequenciais obtidas por corte em criostato foram submetidas a
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imunofluorescéncia com citoqueratina para definicdo da natureza epitelial das células
com microquimerismo do cromossomo Y, sendo realizada uma sequéncia de cinco
banhos de 3 minutos cada em PBS 1X (para remocao do Tissue-tek); sendo retirado o
excesso de PBS com papel filtro, tomando-se cuidado para ndo danificar os cortes e ndo
seca-los por completo. As laminas com as amostras foram entdo fixadas com acetona
gelada (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 10 minutos; seguidas de cinco
lavagens de 3 minutos cada em PBS 1X a temperatura ambiente; incubadas com
PBS/BSA 2% durante 40 minutos a temperatura ambiente (para reducdo das marcagdes
inespecificas), sendo entdo incubadas com anticorpo monoclonal de camundongo
anticitoqueratina humana AE1/AE3 (DAKO, Carpinteria, CA, USA) 1:40 overnight.

As amostras foram entdo submetidas a cinco banhos em PBS 1X de 3 minutos
cada a temperatura ambiente. Para reduzir as marcagdes inespecificas os cortes foram
incubados com PBS-BSA durante 30 minutos. Em seguida as laminas foram incubadas
com anticorpo secundario (anti-camundongo Texas Red) 50ul da solugdao (2,5ul
anticorpo/250ul de PBS-BSA) por 50 minutos. As ldminas foram lavadas em cinco
banhos de PBS 1X por 3 minutos cada, a temperatura ambiente; acrescidas de 30 ul de
DAPI 1:300 diluida em PBS-BSA 2% a temperatura ambiente por 10 minutos e
submetidas cinco banhos em PBS 1X por trés minutos a temperatura ambiente. Foi
realizada a secagem do excesso de PBS em torno dos cortes com papel filtro e
montagem das laminas com Hydromount (National Diagnostics Inc., Atlanta, GA,
USA) a temperatura ambiente. No experimento também foi utilizado um corte da
lamina sem anticorpo primdrio, mas com adi¢cdo do secunddrio, para verificacdo de

possivel marcagdo inespecifica.
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As laminas foram acondicionadas em recipientes proprios para abrigo da luz
(Pop-up slide holder, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) e submetidas a

analise em microscopia confocal.

4.6 Microscopia confocal

As imagens foram obtidas por microscopia confocal (Zeiss 1024 laser scanning
confocal) utilizando o programa LSmix acoplado a um microscopio Zeiss (Axiovert
100) com objetiva de imersdo em 6leo (60X, 1.2 NA). Os lasers UV (488nm) ou laser
criptonio/argénio foram usados para excitar as preparacdes (através das linhas de 363
nm, 488 nm ou 543 nm), e a luz emitida foi selecionada utilizando-se filtros (505/30
para FITC e LP560 para PE). Também foi realizada a série Z, com o objetivo de se
verificar a localizagdo nuclear da marcacao.

O processamento e analise das imagens foram realizados utilizando-se os
programas LSmix, Adobe Photoshop 7.0 e Image Tool. As imagens foram digitalizadas
e armazenadas em DVD para andlise posterior, sendo adquiridos cinco campos em
microscopia confocal para cada corte, utilizando-se comprimentos de onda especificos
para FITC, PE e DAPI (as imagens adquiridas do DAPI foram realizadas utilizando uma

lampada de mercurio).

4.7 Andlise das imagens

Foram consideradas como positivas para cromossomo Y em GSL as marcagdes

nucleares ou perinucleares, conforme resultados dos estudos de Kuroki et al. (2002),

Buio et al. (2005), Metaxas et al. (2005) e Ferlicot et al. (2010). A natureza epitelial
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das células positivas para cromossomo Y foi verificada a partir da marcagdo com

citoqueratina AE1/AE3.

4.8 Coletas de dados dos pacientes analisados

Os dados dos pacientes selecionados para o estudo foram obtidos dos
prontuarios do Projeto TMO-FOUFMG e do Servico de TMO HC-UFMG, sendo
coletados os seguintes: doenca primaria, tipo de transplante, gradacdo histoldgica de
DECHc de GSL, género do doador, data do transplante e idade do paciente na época do
transplante. O paciente utilizado como controle positivo teve como doenga primaria a
Anemia Aplésica, tipo de transplante medula dssea doada pela irma, DECHc leve e 38

anos de idade. O QUADRO 4 exibe os dados coletados das pacientes estudadas.
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QUADRO 4
Pacientes do género feminino estudadas, doenca primaria, tipo de TMO,

estagio de DECHc, género do doador e idade dos pacientes.

-
Amostran® Doenca Primaria Tipode TMO DECHc Doador Idade

1 AA MO Ausente Irma 26
2 LMC CTP Moderado  Irma 51
3 LMC CTP Leve Irmao 46
4 LMC MO Leve Irmao 53
5 LMA CTP Ausente Irma 16
6 LMC MO Leve Irma 26
7 LMA CTP Ausente  Irmao 44
8 LMA CTP Leve Irma 25
9 LMC MO Leve Irmao 40
10 LMC CTP Ausente  Irmao 56

LMC - Leucemia Mieldide Cronica; LMA — Leucemia Mieldide Aguda; AA — Anemia
Aplasica; CTP — Células Tronco Periféricas; MO — Medula Ossea
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5 RESULTADOS

Os ensaios laboratoriais nos permitiram verificar marcagdo positiva para
cromossomo Y no controle positivo realizado com paciente do género masculino,
marcacao positiva para cromossomo Y em todas as amostras do grupo estudo (100%).
Nao houve marcagdo positiva evidente no grupo controle negativo. A marcagdo com
citoqueratina ocorreu por toda a extensdo de glandulas e ductos de todas as amostras
estudadas, evidenciando a natureza epitelial dos tecidos utilizados.

O QUADRO 5 retine os resultados observados nas amostras das pacientes

estudas, enquanto as FIGURAS 1 a 8 ilustram os mesmos resultados.

QUADRO S
Pacientes estudadas, marcacio para microquimerismo do cromossomo Y e

para citoqueratina AE1/AE3, classificacio da DECHc e género do doador.

-
TMO n® Cromossomo Y Citoqueratina AE1I/AE3 DECHc  Doador

1 _ + Ausente Irma
2 _ + Moderado  Irma
3 + + Leve Irmao
4 + + Leve Irmao
5 _ + Ausente Irma
6 _ + Leve Irma
7 + + Ausente  Irmao
8 _ + Leve Irma
9 + + Leve Irmao
10 + + Ausente  Irmao



FIGURA 1 - Controle positivo evidenciando positividade de marcagdo para
cromossomo Y (pontos verdes no nicleo em vermelho).

FIGURA 2 — Série Z da amostra anterior, evidenciando localizagio
nuclear ou perinuclear do cromossomo Y (verde no nticleo em vermelho).

54
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FIGURA 3 — Imunofluorescéncia para Citoqueratina AE1/AE3 para evidenciar a
natureza epitelial das células da amostra anterior (Citoqueratina em vermelho
e nucleos contracorados com DAPI em azul).

FIGURA 4 — Controle masculino sem sonda com grande aumento de captacdo do
sinal sem marcagdo positiva.
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FIGURA 5 — Marcagao positiva para cromossomo Y (pontos verdes) em alguns
nucleos da amostra niimero 3.

FIGURA 6 — Série Z (detalhe) da amostra anterior evidenciando
marcagdo para cromossomo Y (verde) no nucleo em azul.



FIGURA 7 — Marcagao positiva da amostra anterior para Citoqueratina AE1/AE3
(em vermelho).

FIGURA 8 — Série Z da amostra nimero 4 evidenciando marcagao
positiva para o cromossomo Y (verde) em alguns nucleos (vermelho).
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6 DISCUSSAO

A avaliacdo do microquimerismo em pacientes submetidos ao TCTH alogénico
pode ser realizado por meio de duas técnicas com resultados semelhantes, a de FISH e a
de PCR (BUNO et al., 2005; ROUTLEDGE et al., 2007). No entanto, a utilizacdo da
técnica de Hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH) para avaliacdo do
microquimerismo do cromossomo Y foi apropriada, uma vez que a técnica tem como
caracteristicas a baixa freqiiéncia de falsos positivos, a grande disponibilidade de células
e a alta sensibilidade (BADER et al., 2005), sendo que o tnico ponto negativo seria a
restricdo do seu uso para avaliacio de transplantes entre géneros diferentes
(ROUTLEDGE et al., 2007). Além disso, ¢ atualmente o método mais usado para
medida do quimerismo em TCTH alogénico entre individuos de géneros diferentes
(LIESVELD; ROTHBERG, 2008), tendo sido relatado para esta finalidade por varios
autores e correspondendo ao objetivo do presente trabalho (DIEZ-MARTIN et al.,
1998; TRAN et al. , 2003; BUNO et al., 2003; SPYRIDONIDIS et al., 2004; BORUE et
al., 2004; BUNO et al., 2005; METAXAS et al. , 2005). Entretanto, esta técnica ainda
ndo foi usada para avaliar microquimerismo em glandulas salivares labiais (GSL) de
pacientes submetidos ao TCTH, mas ja foi utilizada nas mesmas glandulas para
avaliacdo de doencas auto-imunes (ENDO et al., 2002; ARACTINGI et al., 2002;
KUROKI et al., 2002; MOSCA et al., 2003).

O microquimerismo do cromossomo Y, identificado no grupo estudo no nucleo
das células epiteliais glandulares, pode ser verificado por FISH e pelas reagdes de
imunofluorescéncia para citoqueratina AE1/AE3. As células microquiméricas nado
representariam a fusdo celular como demonstrado em estudos in vitro (TERADA et al.,

2002; YING et al, 2002), mas possivelmente a transdiferenciagdo das células
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pluripotenciais do doador em tecido epitelial glandular no receptor como mostrado em
estudos in vivo (TRAN et al., 2003; SPYRIDONIDIS et al., 2004; BRITTAN et al,
2005; METAXAS et al., 2005). Entretanto, outras fontes de microquimerismo foram
minimizadas através do pareamento dos grupos controle e estudo, mas nao poderiam ser
totalmente excluidas (DZIK, 1995; BIANCHI et al., 1996; KUROKI et al., 2002; YAN
et al., 2005).

Todas as cinco amostras do grupo estudo foram positivas para a presenca de
microquimerismo do cromossomo Y, sendo que trés destas amostras apresentavam
DECHCc leve e duas ausente. A presenca do cromossomo Y nas amostras classificadas
como DECHc ausente poderia preceder o desenvolvimento de fibrose dos &acinos
(SAWAYA et al., 2004; SPYRIDONIDIS et al. , 2004; OGAWA et al. , 2005), uma
vez que o dano tecidual aumenta a possibilidade de microquimerismo de células
epiteliais (BORUE et al., 2004; SPYRIDONIDIS ef al., 2004). Como todas as amostras
estudadas sdo coletadas por volta de cem dias de transplante, o padrdo em relacdo ao
tempo estaria mantido, entretanto a DECH poderia se manifestar antes, durante ou apos
este periodo (FILIPOVICH et al., 2005).

A selecdo aleatoria das amostras quanto ao grau de DECHc, bem como o
nimero das mesmas ndo permitiram a verificagdo da possivel relagdo da mesma com o
microquimerismo do cromossomo Y. Além disso, apesar da constatacdo de que o
microquimerismo do cromossomo Y estaria presente nas GSL das pacientes que
receberam TCTH de doadores do género masculino, ndo foi possivel saber, assim como
em vdarios estudos, se a presenca do cromossomo Y seria determinante para o
estabelecimento da alterag@o ou se estaria relacionada a presenca do mesmo em tecidos
danificados em processo de regeneracao (SPYRIDONIDIS et al., 2004; BORUE ef al.,

2004; DUBERNARD et al., 2008, 2009; GADI, 2010).
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7 CONCLUSOES

O microquimerismo do cromossomo Y nas glandulas salivares labiais de
pacientes submetidas ao TCTH ¢ um fenomeno real. Novos estudos sdo necessarios

para se verificar o impacto deste fendmeno na evolu¢do dos pacientes transplantados.
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