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RESUMO

No diagndstico da Sindrome de Sjogren (SS) usamos os critérios aprovados pela
American College of Rheumotology (ACR), que é uma doenca inflamatdria crénica do tecido
epitelial das glandulas de secre¢do exdcrina. E caracterizada por alteragdes imunoldgicas
como a infiltragdo das glandulas salivares e lacrimais por linfécitos T CD4" e linfécitos B e
pela presengca de autoanticorpos contra antigenos nucleares. Do ponto de vista
experimental, as metodologias envolvidas nesta caracterizagdo sdao suscetiveis ao viés, visto
gue se baseiam em uma area extremamente restrita de tecido a ser analisado e tém o
potencial de gerar resultados com baixa precisdo e acuracia. A proposta neste trabalho foi
padronizar medidas morfométricas usando estereologia na glandula salivar menor (GSM) de
pacientes suspeitos de SS afim de garantir precisdo e acuracia na determinacdo de SS. Para
tal, 10 bidpsias de mulheres foram processadas histologicamente e incluidas em resina
acrilica. SecOes seriais (6-13/biopsia) foram coradas apds a fragmentacdo da bidpsia em
blocos orientados ao acaso, para permitir a obtencdo de secGes isotrépicas (orientator).
Campos de vista escolhidos de forma uniforme, sistematica e ao acaso foram fotografados
em Estereomicroscdpio Digital System e analisados quantitativamente. Aplicando os critérios
da ACR para SS, houve segregacdo dos pacientes em Grupo N3o-SS e Grupo SS. Na avaliacdo
da densidade de volume dos componentes das GSMs (test-t) houve um aumento
significativo na proporc¢ao de linfécitos do Grupo SS (p = 0,033). Os demais componentes nao
apresentaram alteragdes significativas. O numero de linfécitos (p = 0,025) e infiltrados
linfoplasmocitarios (p = 0,038) estiveram aumentados no Grupo SS, contudo nenhuma
alteragao significativa foi observada no nimero de plasmdcitos e no volume das GSMs entre
os grupos. Na determinacdo do volume da GSM o coeficiente de erro manteve-se abaixo de
5%. O numero de sec¢Oes avaliadas influencia a precisdo e acuracia dos resultados. Ndo ha
correlacdo entre os dados patolégicos e o estereolégico na avaliacdo dos infiltrados
linfocitarios. Concluimos que a andlise estereoldgica fornece informacoes detalhadas que
podem implementar e complementar os achados no diagndstico da Sindrome de Sjogren.

Palavras-chave: Sindrome de Sjogren, glandula salivar menor, estereologia, densidade
de volume, linfécitos.



ABSTRACT

Sjogren's syndrome (SS) is a chronic inflammatory disease that affects the epithelial
tissue of exocrine secretion glands, characterized by immunological changes as the
infiltration of salivary and lacrimal glands by CD4 + T lymphocytes and B lymphocytes and
the presence of autoantibodies against nuclear antigens. Genetic, hormonal and
environmental factors are also important in its pathogenesis. In its diagnosis are used
different criteria approved by the American College of Rheumotology (ACR) and the
European Call Against Rheumatism (EULAR) which include semi-quantitative histological
examination of samples of minor salivary glands sublabial processed in paraffin and stained
with hematoxylin-eosin (foci scores; 50 lymphocytes/4 mm?). From the experimental point
of view, this method is susceptible to bias, since it is based on an extremely limited area of
tissue to be analyzed and has the potential to result in lower precision and accuracy. In an
attempt to minimize such bias this proposal aims to standardize quantitative morphometric
measurements in minor salivary gland biopsies (GSM) in SS suspected patients using
stereological tools free of systematic bias, therefore, to ensuring precision and accuracy in
morphometry. Such tools allow the detection of minimal morphological changes that would
otherwise be overlooked by semi-quantitative assessment of routine. To this end, 10
biopsies of female patients suspected of having SS were histologically processed and
embedded in acrylic resin hydroxyethyl methacrylate (Technovit 7100, Heraues-Kulzer,
Germany). The blocks containing the biopsy fragments were randomly oriented to allow
obtaining isotropic sections (Orientator). Serial sections (6-13/biopsy) were stained with
eosin hematoxylin and Harrys. Fields of view chosen in a uniform, systematic and random
way were photographed and analyzed quantitatively using appropriate software (IMOD
4.5/Stereology). Based on the criteria for the diagnosis of SS by the ACR, patients were
divided into Group Non-SS (N = 4; 0-1 satisfied criterion) and SS group (N = 6; 2-3 criteria
met). In evaluating the density of the components of GSMs (t-test), there was a significant
increase in the proportion of lymphocytes in the SS group (p = 0.033). The other components
showed no significant changes. The number of Iymphocytes (p=0.025) and
lymphoplasmacytic infiltrates (p = 0.038) were increased in the SS group, but no significant
change was observed in the number of plasma cells and the volume of GSMs between
groups. The CE of GSM Cavaliere volume remained below 5%. The number of evaluated
sections influences the precision and accuracy of the results. There is no correlation
between pathological score and stereological evaluation of lymphocytic infiltrates. The SS
group was characterized by the presence of positive values for the Anti-SSA antibodies/Anti-
SSB, high focal score and reduced dry score. We conclude that quantitative analysis of GSM
by stereology provides detailed information that can implement and complement the
laboratory and clinical findings in the diagnosis of Sjogren's syndrome.

Keywords: Sjogren's syndrome, minor salivary gland, stereology, volume density,
lymphocytes.
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1- INTRODUGCAO

A sindrome de Sjogren (SS) é uma doenca inflamatdria cronica, de natureza autoimune
com importante participacao de fatores genéticos, hormonais e ambientais, que envolve o
tecido epitelial das glandulas exdcrinas, particularmente salivares e lacrimais, que exibem
manifestacées imunoldgicas como a infiltracdo por linfocitos T CD4+ e, em menores
guantidades, células T CD8+, linfécitos B e plasmdcitos, que levam eventualmente a dano de
acinos e ductos e insuficiéncia secretéria; e pela presenca de autoanticorpos contra os
antigenos nucleares anti-Ro e anti-La. Ha predisposi¢cdo genética ligada a regidao HLA, onde
DR3 estaria ligado a SS primaria e DR4 a SS secundaria ou associada (BRITO et al., 1994;
MAVRAGANI; MOUTSOPOULOS, 2010).

As doencas autoimunes como o lupus eritematoso sistémico (LES), a artrite reumatoide
(AR), a esclerose sistémica (ES) e a SS se manifestam quando existe uma falha no sistema
imune, resultando numa resposta agressiva contra o préprio organismo, com a formacdo de
auto-anticorpos e linfécitos autorreativos (PARSLOW, 2001). Partindo desta definicdo, as
doengas autoimunes classificam-se dentro de um espectro em que numa extremidade se
encontram as doencas autoimunes “especifica de 6rgao” como a tireoidite de Hashimoto e
na outra extremidade as “doencas sistémicas”, em que as lesdes envolvem multiplos érgaos
(ex. LES). A SS é predominantemente uma doenca localizada envolvendo as glandulas
lacrimais e salivares, mas frequentemente ha manifestacdes sistémicas e lesGes em outros
tecidos epiteliais (epitélio vaginal, tubulos renais, hepatdcitos), dai o termo ”epitelitis
autoimune”, além de manifesta¢Ges neurais, vasculares e oncoldgicos (linfoma) (ROESCHER
et al., 2009; MANOUSSAKIS; KAPSOGEORGOU, 2010).

Existem dois tipos reconhecidos de SS: a primdria e a secunddria ou associada. A
sindrome secunddria ou associada é diagnosticada na presenca de outras doencas do tecido
conjuntivo como o LES, AR, ES. A primaria ndo se associa a nenhuma outra colagenose.
Ambas caracterizam-se pelo predominio de ceratoconjuntivite seca, xerostomia, podendo
ocorrer o envolvimento de glandulas exécrinas da vagina, da pele, dos sistemas respiratodrio,
urinario e gastrintestinal. Porém, a principal manifestacdo da sindrome primaria é a
xerostomia. O diagndstico da SS é muitas vezes despercebido, em parte pela diversidade e
pouca especificidade dos sinais e sintomas, nem sempre evidenciados ao mesmo tempo.

Consequentemente o periodo do aparecimento dos primeiros sintomas ao diagndstico é
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longo, podendo chegar a 10 anos (ASMUSSEN et al., 1997, MANTHORPE et al., 1997;
GIOVELLI, 2013). Essa doenga acomete principalmente o sexo feminino com uma prevaléncia
de 9 mulheres para cada homem (FELBERG & DANTAS, 2006b), e idade de estabelecimento
dos sintomas em torno dos 45 a 50 anos, sendo rara em criancgas e jovens (SANTOS et al.,
2007). Segundo VALIM e colaboradores (2013), existe a prevaléncia de sindrome seca em
18% em uma populagdo brasileira, podendo chegar a 30% da populacdo de idosos.

Para o diagndstico da SS usam-se diferentes critérios. O mais atual foi o proposto pelo
Colégio Americano de Reumatologia em 2012. Aplica-se a individuos com sinais/sintomas
sugestivos de SS, se possuirem pelo menos 2 entre 3 critérios por eles estabelecidos: (i)
Presenca de anti-SSA-Ro e/ou anti-SSB-La; ou Fator Reumatodide positivo e ANA titulo
>1:320; (ii) Sialadenite linfocitica focal com presenca de focos/score >1 foco/4mm?; (iii)
Ceratoconjutivite seca com escore de coloragao ocular >3 (vdlido para pacientes que nao
estejam em uso de colirio para glaucoma e ndo tenham sido submetido cirurgia em cdrnea
ou estética de palpebras nos ultimos 5 anos). Neste contexto o exame decisivo é a
histopatologia da glandula salivar menor (GSM) que possui alta sensibilidade e
especificidade principalmente em pacientes com disfungao glandular e anticorpos negativos
(DANIELS et al., 2011; GIOVELLI, 2013), onde podem ser encontrados focos de infiltracdo
linfocitica, atrofia acinar, hipertrofia do epitélio ductal e, consequentemente, obstrucao
gradual da luz do ducto (DANIELS; WHITCHER, 1994). A quantidade de infiltrado linfocitario é
avaliada respeitando-se o critério de que um grupo de mais de 50 linfécitos é um “foco” e
contando-se a quantidade de focos em 4mm? de tecido (LEE et al., 1998).

Visto que o padrao morfoldgico das glandulas salivares fornece uma evidéncia
substancial para o diagndstico da SS, entdo os estudos que se comprometem em avaliar
gualitativamente e quantitativamente essa estrutura devem ter o potencial em agregar valor
ao diagndstico de suas patologias. Para avaliar quantitativamente uma estrutura varias
técnicas morfométricas estdo disponiveis (BAAK; OORT, 1983; OORT; BAAK, 1983). Em
comum, todas estdo fundamentadas em uma amostragem orientada das estruturas de
interesse e isso implica em dizer que a interferéncia do observador é preponderante no
resultado final. Em outras palavras: se eu busco uma patologia/estrutura, eu a encontro,
mesmo que a representatividade da mesma seja insignificante para o érgao como um todo.

De um modo geral, essas metodologias sdo baseadas em “modelos analiticos pressupostos”
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(model-based). Além da extrema influéncia do observador, a conclusdo do estudo baseia-se
em uma avaliagdo semi-quantitativa (quando ela existe). Atualmente as avaliagbes
guantitativas apresentam uma caracteristica “design-based”, o que implica em: (i) o
observador ndo tem efeito sobre a analise; (ii) a amostragem se da de forma aleatdria,
uniforme, sistematica; (iii) os dados obtidos sdo passiveis de anadlise estatistica (portanto
geram uma medida central e medidas de dispersdo). Em outras palavras, o observador sabe
o quanto de erro estd embutido em sua andlise.

Uma das mais notaveis ferramentas quantitativas amplamente difundidas na area
bioldgica a partir da década de 60 é a estereologia (UNDERWOOD, 1970; GUNDERSEN et al.,
1988; HOWARD; REED, 2005; MOUTON, 2011). Estereologia é a ciéncia que possibilita a
inferéncia estatistica de parametros geométricos (3-D) a partir de informag¢des amostradas
espacialmente (2-D). Utilizando métodos estereoldgicos, parametros tais como o volume
(GUNDERSEN; JENSEN, 1987; CRUZ-ORIVE, 1997), podem ser estimados de uma forma livre
de qualquer erro sistematico (i.e. viés) referente a estratégia de amostragem e sem a
necessidade de qualquer referéncia quanto a forma da estrutura a ser investigada. Com um
determinado numero de medidas, ndo excessivas (portanto, elevada eficiéncia), é possivel
obter medidas precisas da estrutura de interesse. A estereologia é uma ferramenta utilizada
de forma crescente na medicina contribuindo na inser¢cdo de novos parametros em estudos
de patologia experimental ou na caracterizagdo de alteragées morfolégicas (GUNDERSEN et
al., 1988).

Apesar das evidéncias disponiveis, ainda sdo escassos os estudos estereoldgicos
envolvendo a SS associada e as alteragdes na GSM. Estima-se que existem entre 600 a 1000
GSMs na regido submucosa na maior parte da cavidade oral. Aproximadamente 7% da saliva
produzida provem das GSMs. Sendo uma bidpsia de obtencdo relativamente facil, sua
analise tem representatividade na afeccdo provocada pela SS nas glandulas exdcrinas. Além
disso, os procedimentos histopatoldgicos de rotina empregados para a quantificacdao dos
focos linfocitarios ndo consideram o emprego de secdes seriais, uma caracteristica essencial
da estereologia, o que pode resultar em subestimacdo desse parametro e comprometer o
diagnostico na SS. Assim, o foco central deste estudo estda em caracterizar
morfometricamente a GSM de pacientes sugestivos de SS e agregar conhecimento a

patogénese desta enfermidade.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sindrome de Sjégren, conceito, consenso e epidemiologia

A SS é uma exocrinopatia inflamatdria autoimune afetando predominantemente as
glandulas salivares e lacrimais, levando ao quadro de olho seco, boca seca e hipertrofia de
parotidas. Além das manifestacdes glandulares, apresenta manifestacdes extraglandulares
que permitem classificar com uma doenca sistémica (RAMOS-CASALS et al., 2013).

O primeiro estudo extensivo sobre a SS foi realizada por (SJOGREN, 1933), um
oftalmologista sueco que estabeleceu a correlacdo entre um conjunto de sintomas
associados: ceratoconjuntivite seca, artrite, boca seca, com ou sem a associacdo de aumento
de glandula salivar. No entanto a primeira descricdo da xerostomia ou a boca seca foi
atribuida a (HADDEN, 1888), o estudo do componente lacrimal atribuido a (MIKULICZ, 1892),
a origem sistémica atribuida a (GOUGEROT, 1925) e a associacao entre condi¢cdes imunes
atribuida a (HOUWER, 1927).

No entanto, a sindrome de Sjogren iniciou e atravessou o século XX em controversas
definicGes e nominagcbGes de acordo com diferentes pesquisadores e pelas associacdes
efetuadas entre algumas condicdes sistémicas relacionadas ao quadro descrito por Mikulicz
ainda em 1892 (HOUWER, 1927; MORGAN; CASTLEMAN, 1953; GLEESON et al., 1986).

Diferentemente de SS onde ha um predominio de infiltrado linfocitario, doencas
relacionadas com a IgG4 foram recentemente definidas como uma doenca caracterizado por
uma densa infiltragao plasmocitica de IgG4 em diversos 6rgaos, causando fibrose, e lesdes
tumefativa. Entre os alvos principais estdao as glandulas salivares e lacrimais. Foi relatado o
caso de um homem de 66 anos que se apresentou com aumento da glandula salivar e grave
hipofuncdo salivar sendo diagnosticado como doencas relacionadas a 1gG4 com base em
uma bidpsia de glandula salivar labial (BAER et al., 2013).

Atualmente, foram estabelecidos critério para o estudo e diagndstico da sindrome de
Sjogren. Diante de uma variedade de sinais e sintomas, o seu diagndstico s6 pode ser
validado por um conjunto de critérios que relaciona as manifesta¢des clinicas, os achados
histopatoldgicos e os resultados de exames soroldgicos, estudados nos pacientes com
suspeita da doenca. Desta classificacdo resultou no Consenso Americano - Europeu, em 2002

(VITALI et al., 2002; BARROS, 2010; TINCANI et al., 2013) (ANEXO 5).
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Recentemente a American College of Rheumatology (ACR) (2012) prop6s uma
classificacdo baseada na presenca e quantificagdo de Ceratoconjutivite seca, avaliagao
histopatoldgica de glandula salivar menor e presenca de anticorpos anti —SSA/Ro e/ou anti —
SSB/La, trés critérios puramente objetivos para o diagndstico da sindrome (ANEXO 6).

Alguns autores revelam que a avaliagdo histopatoldgica de glandula salivar menor
representa um dos exames mais importantes para o diagndstico oral da SS, pois, desta forma
podemos caracterizar o grau de comprometimento glandular causado pela reacao
inflamatdria e relacionar a gravidade da sindrome (NEVILLE; DD; et al., 2009; NEVILLE;
DOUGLAS; et al., 2009; BARROS, 2010; MORAES et al., 2010; TINCANI et al., 2013). Poderia
ser considerado o “padrdo ouro” para o diagnostico.

A classificacdo da SS, consensual na literatura especializada, separa aquela que ocorre
isoladamente, como sindrome primaria (SSp), daquela em que os sintomas ocorrem
concomitantemente a presenca de doenca do tecido conjuntivo como Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), Artrite Reumatoide (AR) e esclerodermia, denominada de Sjogren
secundaria (SS sec) ou associada (LIQUIDATO; BUSSOLOTI FILHO, 2005; FELBERG & DANTAS,
2006b, a; MORAES et al., 2010; JIN; YU, 2013).

A sindrome de Sjogren tem distribuicdo mundial e afeta de 1 a 4 milhdes de pessoas
nos Estados Unidos. Segundo o Colégio Americano de Reumatologia, estima-se que 4
milhGes de americanos tenham a Sindrome de Sjogren, muitos deles sem diagndstico. Nove
entre dez pessoas com Sjogren sdo mulheres (EPSTEIN; SCULLY, 1992; FERNANDES, 2009). Esta
maior propensdo feminina é mais prevalente em mulheres caucasianas, idade mediana (40 a
50 anos) que estabelecem o diagndstico comumente na menopausa ou em idade mais
avancada. Também pode ocorrer em criancas e adolescentes, porém é mais raro. Mulheres
jovens com Sjogren podem apresentar complicacdes na gravidez. No Brasil, ndo se sabe o
numero exato de portadores da Sindrome de Sjogren (LIQUIDATO; BUSSOLOTI FILHO, 2005;
FELBERG & DANTAS, 2006b; GOMES et al., 2011).

Segundo Gomes e colaboradores (2011), a SS esta entre as trés doencas sistémicas
autoimunes mais comuns, sendo a segunda doenca reumatolégica mais comum depois da
AR. Por ser uma doenca inflamatdria autoimune crénica e sistémica, ressalta-se o
comprometimento glandular, a invasdao e modificacdo do equilibrio das glandulas exdcrinas,

principalmente lacrimais e salivares, evidenciada pela diminuicdo da secrecdo em
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consequéncia ao intenso infiltrado linfoplasmocitario dos tecidos acometidos. Além do
envolvimento sistémico, pode apresentar comprometimento cutaneo, respiratério, renal,
hepatico, neurolégico e vascular, mesmo que seja em menor frequéncia.

Nas doencgas autoimunes um importante grupo de anticorpos direcionam-se contra
antigenos celulares, compreendendo estruturas de nucleo e citoplasma, os quais sdo
pesquisados por imunofluorescéncia indireta tendo como substrato células epiteliais
humanas (Células Hep Il). Esses anticorpos foram chamados inicialmente de anticorpos
antinucleares (ANA-antinuclear antibodies), ou fator anti-nuclear (FAN). Alguns antigenos
nucleares sdao moléculas proteicas associadas a RNA e sdo passiveis de serem extraidas do
nucleo, dai o nome de antigenos nucleares extraiveis (ENA — extractable nuclear antigens),
incluem anticorpos anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro (SS-A) e anti-La (SS-B) (PRINCE; HOGREFE,
1998). Os anticorpos anti-Ro / SSA e anti-La / SSB tém sido tradicionalmente associado com
LES e SS (YAMAMOTO, 2003). Anti-Ro / SSA e anti-La / SSB podem ser detectadas em 70-
100% e 40-90%, respectivamente, de pacientes com SS (WENZEL et al., 2001), e a presenca
destes anticorpos é um dos critérios para o diagndstico e classificagcdo de SS.

As medidas precisas do fluxo salivar sdo requeridas para preencher diversos protocolos
clinicos e experimentais. A importancia disso esta no fato de que ela pode nos dar uma ideia
da qualidade da saude oral e também sistémica (LEITE et al., 2002). Sabemos que as
glandulas estdo integradas sob o controle neuronal através de complexos mecanismos
regulatorios (FISCHER et al., 1998) e que a saliva é uma secrec¢do rigorosamente controlada
pelo sistema nervoso (SANTOS et al., 2007). Noventa e trés por cento da secrecdo salivar é
produzido por glandulas salivares maiores e apenas 7% pelas glandulas salivares menores
(LIU et al., 2002). A xerostomia é um dos principais sintomas relatados pelos pacientes com
SS (FELBERG & DANTAS, 2006b)

A patogénese envolvida na diminui¢cdo das secrec¢des relacionadas a SS é complexa e
diferentes fatores podem desempenhar um papel significante no desenvolvimento da
doenga. Recentes estudos tem mostrado o envolvimento de receptores HLA (LINDAHL et al.,
1985; MOUTSOPOULOS et al.,, 1986; LOISEAU et al., 2001), presenca de anticorpos
antireceptor muscarinico, localizacdo das aquaporinas 5 (DELPORTE; STEINFELD, 2006;
DELPORTE, 2009) e producdo de citocinas (OXHOLM et al., 1992; AZUMA et al., 1997; ABU-

HELU et al., 2001). No momento é evidente que a hiposalivacdo ou hiposecrecdo precede a
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destruicdo da arquitetura glandular, visto que fenémenos moleculares sdo cruciais no
mecanismo secretdrio.

Envolvidos no mecanismo de secrecao salivar estdo as aquaporinas (AQPs) que sdo
proteinas amplamente distribuidas por todos os érgaos, desempenhando varias fun¢des no
corpo, inclusive a salivacdo. Aquaporinas (AQPs) estdo envolvidas no transporte de agua
entre membranas e das 13 isoformas ja conhecidas a AQP5 é encontrada em pulmdes,
cornea, glandulas salivares e lacrimais. Inclusive na glandula salivar, a AQP5 esta localizada
na membrana apical das células acinares do tipo seroso (BEROUKAS; HISCOCK; et al., 2002;
TAKATA et al., 2004; HASEGAWA et al., 2011). AQP 5 trabalha em conjunto com o comando
neural colinérgico acionado pelos receptores muscarinicos.

Olho seco também denominado xeroftalmia é a principal manifestagao ocular da
sindrome de Sjogren e ocorre por diminui¢dao progressiva do componente aquoso do filme
lacrimal, em funcdo da destruicdo das glandulas lacrimais principais e acessérias. O paciente
relata de forma subjetiva, ardor, comichdo, sensacdo de areia ou corpo estranho, fotofobia
(intolerancia a luz). Ocorre também diminuicdo da producdo de ladgrimas e a sua qualidade
(NISHIWAKI DANTAS, 2000). Ainda, pode apresentar dilatacgdo das glandulas lacrimais,
infeccOes oculares, blefarite (inflamacdo das palpebras) e em casos mais graves podem
ocorrer lesdes como Ulceras da cornea, ceratites ou ceratoconjuntivite (BARBOZA et al.,
2008).

A xeroftalmia é diagnosticada utilizando testes que identificam a presenca de lesdo da
cornea (ceratite punctata) causada pelo ressecamento (coloracdo com fluoresceina ou verde
de lisamina ou ainda rosa bengala), ou medida da quantidade de lagrima (teste de Schrimer)
(VAN BIJSTERVELD, 1969; AMERICAN ACADEMY OF OPHTHALMOLOGY, 2014). Outros testes
menos usuais na pratica clinica também estdo disponiveis para a avaliacdo de pacientes com
suspeita ou diagnodstico estabelecido de olho seco, como citologia conjuntival de impressao,
anadlise do perfil proteico do filme lacrimal, medida da osmolaridade da lagrima e o teste de

cristalizacdo do filme lacrimal, dentre outros (FELBERG & DANTAS, 2006b).

2.2. Glandulas salivares
As glandulas salivares sdo divididas em maiores e menores, as maiores sdo em

numeros reduzidos, porém se apresentam em duplas, sdo elas pardtidas, submandibulares e
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sublinguais, enquanto que as menores sdao numerosas variando entre 600 a 1000 pequenas
glandulas que se espalham pela mucosa da cavidade bucal, exceto nas gengivas e na mucosa
da porcdo anterior do palato duro (KING et al., 2004).

Cada glandula salivar é formada por elementos parenquimatosos revestidos e
sustentados por tecido conjuntivo. O parénquima é formado por 4cinos e um sistema de
ductos. O tecido conjuntivo, por sua parte, forma o estroma glandular, que é composto por
uma capsula e septos conjuntivos que dividem grupos de acinos e de ductos em lobos e
I6bulos. O estroma, além de fornecer o suporte para o parénquima, contém os vasos
sanguineos e linfaticos e os nervos que suprem as glandulas.

A maioria das glandulas salivares menores é constituida por acinos com células
mucosas e serosas (semiluas), tendo por isso uma funcdo glandular do tipo mista. Das
glandulas salivares menores saem curtos ductos que se abrem na cavidade oral
(KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

A secrecdo salivar é um liquido aquoso que contem eletrdlitos e uma mistura de
proteinas que pode ser estimulada por agosnistas muscarinicos, uma vez que o fluxo da agua
intracelular esta relacionado com a expressdo, localizagdo e fungcdo de uma das principais
proteinas de transporte de dgua que envolve a secrecdo salivar em resposta ao aumento da
concentracdo de Ca2 +, como as aquaporinas (AQPs), elas tem sido muito estudadas. A
presenca de AQP1, AQP5 e AQP8 tem sido geralmente aceito por muitos, enquanto a
presenca de AQP3, AQP4, AQP6 e AQP7 ainda permanece controversa. Funcionalmente,
AQP5 parece ser a Unica AQP, até agora, a ter um papel importante no processo de secrecao
salivar (DELPORTE; STEINFELD, 2006).

A principal caracteristica patoldgica da SSj é o infiltrado linfocitario (foco) que consiste
em agregados de linfocitos, comecando ao redor dos ductos, depois vasos, acinos, e depois
envolvendo o lébulo inteiro. Hd uma destruicdo das células epiteliais pelo infiltrado
linfocitario, levando a uma substituicdo do tecido glandular por células mononucleares.
Células como histidcitos, mastécitos e mondcitos também podem estar presentes nas
glandulas de alguns pacientes, sendo rara a presenca de células natural killer (DALAVANGA
et al.,, 1985). Além do infiltrado linfoplasmocitario, outras caracteristicas histopatolégicas
podem ser encontradas nos cortes histoldgicos de glandulas salivares menores dos pacientes

com SS, como ectasia dos ductos, alteracdo na arquitetura acinar com consequente
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substituicdo dos acinos por fibrose; edema, proliferacao vascular e progressiva substituicao
do parénquima por tecido adiposo (BARCELLOS; ANDRADE, 2005).

A maioria dos linfdcitos presentes no infiltrado linfoplasmocitdrio é representada por
células T, porém 10% a 20% dos linfécitos infiltrantes sdao células B. As células B sao
encontradas na maioria das vezes nas margens dos focos de infiltrados, mas também estao
presentes como pequenos aglomerados dentro do parénquima (SPEIGHT et al., 1990)

Tem sido demonstrado que um aumento nos pequenos agregados de plasmdcitos
pode preceder os infiltrados de linfdcitos focais (CLELAND-ZAMUDIO et al., 1993). A maioria
dos linfécitos do infiltrado é representada por células T CD4+, que constituem 60% a 70%
dos linfécitos infiltrantes, enquanto as células T CD8+ representam apenas 10% a 20% da
populacdo linfocitaria (SKOPOULI et al., 1991).

Os plasmacitos presentes nas glandulas salivares dos individuos saudaveis produzem
guase que exclusivamente anticorpos do isotipo IgA (ANDERSON et al., 1972). Nos pacientes
com SS o infiltrado plasmocitdrio consiste de grandes quantidades de plasmdcitos contendo
IgG e IgM (ANDERSON et al., 1972; LANE et al., 1982; SPEIGHT et al., 1990) , com diminuicao
na porcentagem de células produtoras de IgA e aumento na porcentagem de plasmdcitos
contendo IgG (DE WILDE; KATER; et al., 1989).

Em estagios avancados da doenca pode ser observada nas GSMs dos pacientes com SS
a formacgdo de estruturas linféides que se assemelham a centros germinativos (CG). Estes
CGs em glandulas salivares menores sdao formados por grandes agregados de células B,
células T e densas populacdes de células proliferativas proximas a células dendriticas
foliculares. A presenca de CG ectdpico tem sido documentada em érgdos nao linféides em
muitas doencas autoimunes, sugerindo que a formacdo destas estruturas linféides em orgao
ndo linféide tenha uma participacdo na patogénese de doencga autoimune como a SS e AR

(XANTHOU et al., 1999; AMFT et al., 2001; MUELLER et al., 2008).

2.3. Estereologia

Estereologia é a ciéncia que possibilita a inferéncia estatistica de parametros
geométricos (3-D) a partir de informagGes amostradas espacialmente (2-D). Utilizando
métodos estereoldgicos, pardmetros tais como o volume (GUNDERSEN; JENSEN, 1987;

CRUZ-ORIVE, 1997), a area superficial (BADDELEY et al., 1986) e o comprimento de curvas
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(CRUZ-ORIVE, 1991) podem ser estimados de uma forma livre de qualquer erro sistematico
(i.e. viés) referente a estratégia de amostragem e sem a necessidade de qualquer referéncia
guanto a forma da estrutura a ser investigada. Com um determinado nimero de medidas ou
cortes, ndo excessivas, é possivel obter medidas precisas da estrutura de interesse. Em
outras palavras é um instrumento de quantificagdo espacial de elementos singulares
contidos em um determinado espaco. E capaz de medir o espaco considerado (espécime ou
6rgao) e quantificar (numericamente) os elementos constitutivos ai presente (particulas,
células, micro-organismos ou quaisquer constituintes unitario). Obtém-se o quantitativo por
volume total (somatdrio), e o quantitativo relativo ou densidade (contagem de elementos
divididos por unidade de volume). A densidade de volume presume distribuicdo uniforme
dos elementos. Caso ndo seja essa a realidade, usa-se o artificio da contagem em areas
compartimentadas aleatoriamente em duas dimensdes chamadas de “perfis”. Partindo-se
de um ponto inicial ao acaso, as medidas podem ser constantes a intervalos lineares ou
angulares. Uma nova teoria estatistica foi desenvolvida para predizer a precisdo das
quantidades obtidas por esta estratégia de amostragem sistematica (GUNDERSEN; JENSEN,
1987; CRUZ-ORIVE, 1997).

O maior problema da amostragem e do seccionamento de tecidos e érgdos é a perda
da dimensdo (o que ira invariavelmente refletir em perda de informacao); um objeto 3D (ex.
pulmao) torna-se 2D em area (ex. se¢do histoldgica do pulmao), uma superficie (2D) torna-se
uma linha (1D, ex. vaso), uma linha (1D) torna-se um ponto (OD) e um numero (ponto 0D, ex.
mastdcito) é perdido. Uma abordagem estereoldgica resolve esse problema.

As glandulas salivares humanas tem sido alvo dos estudos estereoldgicos ha longo
tempo envolvendo diversos tratamentos experimentais como a agao do envelhecimento
(SCOTT, 1977; DRUMMOND; CHISHOLM, 1984; SCOTT et al., 1987; ADI et al., 1994; MOREIRA
et al., 2006; SORENSEN et al., 2014), diabetes (LILLIU et al., 2014) e doengas autoimunes,
inclusive SS (SPEIGHT et al., 1989; HISCOCK et al., 2006). A presenca de infiltrados
linfocitarios na GSM é uma das mais notdveis caracteristicas morfoldgicas da SS e sua
quantificacdo estereoldgica tem sido investigada (MULLER, 1980; DE WILDE; VOOYS; et al.,
1989). A presenca de plasmdcitos no infiltrado das GSMs em pacientes com SS tem sido

relatada (YAROM et al., 2007).
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Bonaventura Cavalieri (1598—-1647) apresentou uma equacao conhecida como principio
de Cavalieri, que representa a forma mais elegante de determinac¢do de volume de qualquer
estrutura, independentemente de sua forma ou complexidade a partir de se¢Ges seriais do
objeto/érgao.

O exemplo cldssico de amostragem sistematica 1-dimensional (D) é a estimativa de
volume segundo o principio de Cavalieri, onde o conteudo da area A; de n planos seccionais

de distancias fixas d de um objeto k sao estimadas de acordo com a equagao:
V=d) A
1

Na pratica, a estimativa de volume pelo principio de Cavalieri é resolvida sobrepondo-se
uma sonda transparente (grid) contendo pontos precisamente desenhados sobre as fatias
ou secbes de um objeto (ou érgdo) previamente obtidas por SURS (systematic uniform
random sampling), IUR (isotropic uniform random) ou VUR (vertical uniform random). A
Unica exigéncia é que a primeira secdo seja obtida ao acaso sendo as demais, consequéncia

dessa primeira secdao. Reescrevendo a equacdo, temos:

n n
Vt=>Pix(a/p)xTs D P
i=1 , onde t ¢ o volume total a ser obtido, i=n  é o numero total

de eventos (pontos) que incidem sobre a area da sec¢do ou fatia, a/p é a area associada a
cada ponto do grid e Ts é a distancia entre as fatias ou se¢des seriais (UNDERWOOD, 1970;
GUNDERSEN et al., 1988; HOWARD; REED, 2005; MOUTON, 2011).
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Figura 1 — Principio de Cavalieri, sobreposicdo de uma sonda transparente (grid)
contendo pontos precisamente desenhados sobre as fatias ou secées de um objeto (ou
6rgao) previamente obtidas por SURS (systematic uniform random sampling), IUR (isotropic
uniform random) ou VUR (vertical uniform random).
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3 - JUSTIFICATIVA

A sindrome de Sjogren apresenta sintomas comuns a outras patologias autoimunes,
portanto a avaliacdo histoldgica é de fundamental importancia para a definicdo diagndstica e
consta dos critérios de classificagdo adotados internacionalmente como os do Colégio
Americano de Reumatologia (SHIBOSKI et al., 2012). A andlise histoldgica semi-quantitativa
de amostras de glandulas salivares menores processadas em parafina e coradas com
hematoxilia - eosina (escores de focos; 50 linfécitos/4 mmz) é o0 método consensual usado
de rotina para o diagndstico e inicio do tratamento do paciente. Do ponto de vista
experimental, contudo, tal metodologia é suscetivel a erro, visto que se baseia em uma area
extremamente restrita de tecido a ser analisado (HOWARD; REED, 2010), tem o potencial de
gerar resultados com baixa reprodutibilidade, precisao e acuracia, como os resultados
encontrados por SOTO-ROJAS & KRAUS (2002) em uma revisdo realizada no periodo de 1983
a 1996, quando se avaliou a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo em bidpsias de uma populacdo normal o autor encontrou resultados
falso-negativos oscilando entre 18% a 40% e resultados de bidpsias positivas em 6 a 9%.

Como tentativa de minimizar esse viés o presente trabalho analisa a necessidade de se
padronizar medidas morfométricas quantitativas em bidpsias de GSMs na SS. Propde-se o
uso de ferramentas estereoldgicas livres de viés sistemdticos capazes, portanto, de garantir
precisao e acuracia nas medidas morfométricas. Mesmo sendo um dos elemento chave para
o diagnéstico da SS, ressalta-se que os aspectos morfoldgicos da SS vao além dos focos
linfocitarios, e afetam outros componentes das glandulas tais como ductos, acinos e tecido
conjuntivo, cujas informagbes quantitativas ainda sdao escassas e se computadas podem ter

importante impacto no diagndstico da sindrome.
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4 - OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar possiveis vantagens da técnica de quantificacdo estereoldgica de bidpsias de
glandula salivar menor em pacientes com suspeita de Sindrome de Sjogren, quando

comparada a métodos histopatolédgicos convencionais.

4.2. Objetivos Especificos

a) Verificar precisdo e acuracia da quantificacdo estereoldgica;

b) Correlacionar os achados estereolégicos com os histopatolégicos
convencionais de glandula salivar menor para o diagndstico da Sindrome de Sjogren.

c) Comparar os achados linfocitarios da estereologia com os da histopatologia na
classificacdo de pacientes com SS.

d) Verificar se alteragGes estruturais em parénquima e estroma por estereologia,

agregam valor a contagem de focos linfocitarios no diagnéstico da Sindrome de Sjogren.
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5 - MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amazonas sob Nimero: 388.023 em 04/09/2013 (ANEXO 1).

5.1.2 Populagdo estudada
e Pacientes com suspeita de sindrome de Sjogren, atendidos nos servicos de
Reumatologia e Oftalmologia do Ambulatério Araujo Lima (AAL) e do servigo de
estomatologia da Faculdade de Odontologia (FAO) da Universidade Federal do

Amazonas (UFAM).

5.1.3 Desenho experimental
e Trata-se de um estudo descritivo, transversal e prospectivo, inserido na Grande Areas

do Conhecimento (CNPq): Grande Area 4. Ciéncias da Saude.

Quadro 1 — Desenho experimental da sequéncia de encaminhamento dos
pacientes ao longo da pesquisa.

Pacientes com queixa de

-
xerostomia e/ou xeroftalmia
Reuma TESTE DE SCHIRMER
tologia J
~
Servico de Servico de Servico de Labora FAN:
Reumatologia Oftalmologia Odontologia o !
torio ANTI-RO/SSA; ANTI-LA/SSB;
PCR: FR
J
)
SCORE SECO
W

Impregnacao em
parafina

Histopatologia +—

Bidpsia
GSM .

Estereologia Impregnacdo em
L resina
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5.1.3 Critérios de Inclusao

e Pacientes com queixa de xeroftalmia e/ou xerostomia de qualquer sexo, idade
e ancestralidade, atendidos no periodo de setembro de 2013 a junho de 2014.
e Foram aceitos pacientes portadores de alguma doenga autoimune e em

tratamento.

5.1.4 Critérios de Exclusao
e Pacientes que se submeteram a:

- Radioterapia anterior de cabecga e pescoco
- Infeccdo por Hepatite C
- Infecgdo por virus do HIV/AIDS
- Linfoma preexistente
- Sarcoidose
- Amiloidose
- Doenga enxerto versus hospedeiro

- Uso de drogas anticolonérgicas

5.1.5 Tamanho amostral
e O tamanho amostral dependeu do nimero de amostras de conveniéncia obtida no
periodo de 10 meses de pacientes com queixa de xeroftalmia e/ou xerostomia e que
concordaram com a realizagdo da quantificagcdo estereoldgica mediante assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO 2). Foram amostrados 10 pacientes

neste estudo.

5.2 - Metodologia

Trata-se de um estudo em pacientes com suspeita de SS, atendidos nos Servicos de
Reumatologia, Oftalmologia e Odontologia da Universidade Federal do Amazonas. Foram
realizados avaliacao clinica, escore seco de cérnea e conjuntiva, pesquisa de autoanticorpos
(anti-Ro, anti-La, FAN, Fator Reumatdide), sialometria e bidpsia de glandulas salivares

menores, analisados por histopatologia convencional e estereologia.
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5.2.1 Avaliagao clinica no Servigo de Reumatologia

Pacientes encaminhados a reumatologia e oftalmologia do Ambulatdrio Aradjo Lima
com queixa de xerostomia e/ou xeroftalmia, foram avaliados com anamnese e exame fisico,
guestionamentos sobre as queixas e teste de Schirmer, visando o enquadramento nos
critérios diagndsticos para a SS do American College of Rheumatology (ANEXO 3) quadro
adaptado de Shiboski et al., 2012. Quando a suspeita era de SS associada a artrite
reumatoide ou lupus eritematoso sistémico, foram aplicados os respectivos critérios. Nos
pacientes com suspeita da doenca aplicou-se o questionario validado internacionalmente
(SSDAI — Systemic Sjogren Disease Activity Index) (ANEXO 4). Os pacientes ficaram em

acompanhamento rotineiro no ambulatério, com consultas agendadas periodicamente.

5.2.2 Avaliacdo no Servigo de Oftalmologia

Apds avaliacdo na Reumatologia, pacientes com suspeita de SS foram submetidos a
avaliacdo ocular, que consta de exame oftalmoldgico geral e pontuacdo no escore seco a
biomicroscopia com lampada de fenda com corantes fluoresceina e verde de lisamina,

conforme padronizado internacionalmente (ANEXO 3).

5.2.3 Avaliag¢do oral na Clinica de Odontologia

Para avaliacdao das manifesta¢Ges orais foi considerada a presenca de xerostomia,
consisténcia salivar, dificuldade funcional na fala e degluticdo, candidiase, tumefacdo na
parétida, alteragdes na lingua como fissuras e atrofia papilar, alteragdes da mucosa como
edema, eritema, Ulcera e pseudomembrana (ANEXO 5).

Todos os pacientes foram submetidos a testes como fluxo salivar estimulado (FSE) e
em repouso (FSR) e foram realizadas bidpsias de glandulas salivares.

Para a realizacdo da sialometria é possivel determinar o valor do fluxo salivar,
medindo tanto o volume quanto o peso da saliva coletada. O método da expectoragdo ou
“método do cuspe” é um método geralmente utilizado para medicdo do fluxo salivar
(SANTOS et al., 2007).

Para a avaliacdo do fluxo salivar o paciente foi instruido a evitar comer, beber ou
praticar atividades fisicas até pelo menos uma hora antes do exame. Na avaliagdo do fluxo

salivar em repouso (FSR), o paciente foi instruido a ficar com a cabeca posicionada no
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encosto da cadeira odontoldgica por 6 minutos. A partir do primeiro minuto, permanecendo
imovel e retendo a saliva na cavidade bucal, sem degluti-la. A amostra do primeiro minuto
foi dispensada e, a partir do segundo minuto foi coletada em um copo plastico (de café) até
o fim dos 6 minutos. No momento seguinte, a amostra coletada foi pesada em uma balanca
de alta precisdo, determinando um valor de fluxo utilizando a férmula de miligrama
equivalente a mililitro por minuto. Esse valor foi dividido por 5 para se obter o fluxo em
mililitro por minuto. Os valores foram interpretados da seguinte forma: fluxo normal, maior
ou igual a 0,2 ml/min; baixo fluxo, maior que 0,1 e menor que 0,2 ml/min; hipossalivagdo,
menor ou igual a 0,1 ml/min (SOARES et al., 2008).

O fluxo salivar estimulado (FSE) diferiu do primeiro no momento em que o paciente
foi orientado a mastigar uma borracha de parafina para a estimulagdo da produgdo salivar,
seguiu o teste igualmente ao anterior, dispensou-se a primeira amostra e coletou as
seguintes em um copo de café que foi pesado em balanca de alta precisdo. Os valores foram
interpretados da seguinte forma: fluxo normal de 1,0 a 3,0ml/min; baixo fluxo, de 0,7 a 1,0

ml/min; hipossalivacdo, menos de 0,7ml/min (LOPES et al., 2009).

5.2.4 Exames Laboratoriais

O Fator anti nuclear (FAN), a proteina C Reativa (PCR), e as doencas infecciosas (HIV,
HBsAg, anti-HCV) foram realizados no Laboratério de Anadlises Clinicas do Hospital
Universitario Getulio Vargas da Universidade Federal do Amazonas.

Amostras de soro da maioria dos participantes foram analisadas quanto a presenca
de anticorpos contra constituintes celulares pelo método da imunofluorescéncia indireta
utilizando laminas contendo células HEp-2, de acordo com as recomendacgdes do fabricante
(Viro-Immun, Alemanha), utilizando a diluicdo de 1:80 como triagem. As anadlises foram
feitas por observadores experientes, sem conhecimento prévio do diagndstico dos
pacientes, em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E400), no aumento de 400x, e os
padroes de fluorescéncia foram classificados de acordo com as recomendacbes do 3°
Consenso Brasileiro para a Pesquisa de Auto anticorposcontra Constituintes Celulares - FAN
HEp-2. As amostras foram classificadas como positivas quando apresentavam uma
intensidade de fluorescéncia igual ou superior a do controle positivo de reatividade minima

(1+/4+), em qualquer compartimento celular (nucleo, nucléolo, citoplasma ou aparelho
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mitdtico). Amostras positivas na triagem foram diluidas sucessivamente em salina fosfatada
tamponada (PBS) até o titulo de 1:2560, sendo considerado o titulo final aquele em que
ainda era possivel identificar um padrdao morfolégico bem definido e de intensidade minima
de fluorescéncia.

O PCR, foi realizado no aparelho automatizado Integra 400 plus marca Roche, pelo
método turbidimétrico. O teste baseia-se na aglutinacdo das particulas de latex recobertas
com anticorpos anti-PCR humana quando misturadas com soro de pacientes contendo PCR.
A concentracdo de PCR na amostra é diretamente proporcional a aglutinacdo obtida, que é
medida por turbidimetria (grau de turbidez).

Os exames para HIV, HBsAg e Anti-HCV foram realizadas no equipamento
totalmente automatizado Architect 4000 marca Abbott, pelo método da
guimioluminescéncia, teste imunolégico baseado na emissdo de energia luminosa a partir de
uma reac¢do quimica. As instrucoes do fabricante foram seguidas em todos os testes.

Os testes de Fator Reumatoide, e dos auto anticorpos anti-Ro e anti-La foram
realizados em diferentes laboratdérios da rede particular, por nao disponibilizarmos estes

exames no periodo do trabalho.

5.2.5 Coleta e biopsia da Glandula Salivar Menor (GSM)

Figura 2. A. Localizagao da incisdo para a disseccao da GSM. B. Retiradas das GSMs e
individualizadas na gaze para processamento histolégico. Imagens obtidas do site
www.surgicalcosmetic.org.br

Foi utilizada a técnica em que uma incisdo horizontal pequena abaixo do vermelhao
do labio inferior é realizada, utilizando Lidocaina a 2%, e foram retiradas de 3 a 5 glandulas

salivares menores para andlise e diagndstico, conforme procedimento padrdo. Este material
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foi processado por meio de duas técnicas: i) uma das glandulas removidas foi imediatamente
fixada por imers3o em solugdo de glutaraldeido a 2,5% + solugdo tamp3o de fosfato de Na*
(pH 7,4; osmolaridade, aproximadamente 300mOsmol) e enviada ao Laboratério de
Microscopia Quantitativa (LaMiq) da UFAM, Manaus, AM sob orientacdo do Prof? Oscar
Tadeu Ferreira da Costa, para as avaliagbes morfométricas e ii) o restante do material foi
fixado em formol 10% e enviado ao Servico de Patologia Cirurgica do Departamento de

Patologia e Medicina Legal (DPML) da UFAM.

5.2.6 Processamento histolégico

O material enviado ao LaMiqg foi desidratado em concentracdes crescentes de
etanol (70 e 96%) e emblocadas em resina histolégica a base de hidroxietil-metacrilato
(Technovit 7100®, Kilzer-Heraues, Alemanha). Sec¢bes seriais de 4um equidistantes 25-
100um uma das outras foram obtidas a cada avango na navalha sobre o bloco de resina no
micrétomo (Leica RM 2145 microtome). Cada glandula foi representada por 6 a 13 secdes,
de acordo com o volume da glandula. Cada secdo foi identificada quanto a sua sequéncia de
corte e coradas com eosina e hematoxilina de Harrys. Brevemente, as secdes foram
mergulhadas por 1 min em eosina e 1 hora em hematoxilina de Harrys a 60° C (hematoxolina
cristalizada, 1g; alcool absoluto, 10ml; sulfato de aluminio e amdnio ou sulfato de aluminio e
potassio, 20g; agua destilada, 200ml; oxido de mercurio (vermelho), 0,5g). Em seguida, as
laminas foram lavadas em agua destilada e montadas em Entellan, que é um meio de
montagem permanente que fixa a laminula na laminas para microscopia. A eosina foi
preparada como segue: eosina, 2g; dicromato de potassio, 1g; solu¢do aquosa saturada de

acido picrico, 20mL; alcool absoluto, 20 mL, dgua destilada, 160mL.

5.2.7 Orientagdo da bidpsia e quantificacao estereologica

A Figura 3 resume as etapas usadas para a orientagao da bidpsia antes da inclusdo e
a andlise quantitativa efetuada. O objetivo desta etapa foi gerar aleatoriedade na orientacao
espacial das secdes a serem obtidas. Ao girar ao acaso e de forma uniforme e sistematica as
se¢Oes usando uma guia padronizada (orientator) introduziu-se isotropia nas segdes, isto €,
cada secdo de bidpsia é representativa do todo e tem o potencial para analise morfométrica

livre de viés. O orientator é um procedimento estereoldgico para criar secdes IUR (isotropic
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uniform random). O procedimento comeca por selecionar um par de angulos de um modo
que a direcao descrita pelo par seja uniforme e ao acaso. Uma vez os angulos escolhidos,
uma técnica de corte é usada para seccionar o espécime em secoes perpendiculares aquela
direcdo. Dessa forma cada bidpsia incluida em resina foi levada ao micrétomo e a cada
movimento deste uma secao IUR foi gerada. Diferente das se¢les rotineiras de um
laboratdrio histolégico, as secdes IUR tem o potencial matematico e estatistico para a

avaliacdo morfométrica.

5.2.8 Densidade de volume na GSM

A densidade de volume (%) dos componentes na GSM foi obtida pelo sistema de
contagem de pontos (HOWARD; REED, 2010). Para tal, em uma primeira etapa, cada se¢do
foi visualizada em sua totalidade e fotografada em baixo aumento (Leica EZ4D
Estereomicroscopio Digital System, 8x). Em seguida, um sistema teste de contagem
contendo linhas horizontais e verticais (quadrantes) foi sobreposto as imagens individuais
para a selecdo do campo de vista a ser analisado posteriormente. O programa de andlise de

imagens Imagel) (Wayne Rasband, National Institutes of Health; http://rsb.info.nih.gov/ij/)

foi utilizado nesta etapa através da técnica de amostragem sistematica uniforme ao acaso,
SURS (systematic uniform random sampling), para a selecdo dos campos de vista.
Brevemente, o nimero total de quadrantes na GSM foi contado e em seguida esse valor foi
divido pelo nimero de campos de vista a ser analisado nessa secdo histologica. No presente
estudo, de 30 a 40 campos/se¢do foram selecionados para analise. Essa abordagem permite
a selecdo de campos de vista de forma aleatdria e evita a interferéncia do observador, é
eficiente e minimiza o viés nos resultados (GUNDERSEN; @STERBY, 1981). Os campos
amostrados foram fotografados em maior aumento (objetiva PLAN 20x/0,4; ocular GSWH
10x/22) para posterior analise por meio de um fotomicroscépio Olympus BX-41 equipado
com uma camara digital Nikon Coolpix-5400 (Japdo) para captura das imagens. Na etapa
seguinte, cada imagem foi quantificada quanto a porcentagem de: acino, fibrose, ducto
estriado, ducto intercalar, vaso, linfocitos, plasmdcitos e infiltrados linfoplasmociticos. O
programa de analise de imagens (mddulo estereologia) IMOD 4.5 (KREMER et al., 1996) foi
utilizado nesta etapa. Para tal, um sistema teste de contagem contendo pontos foi

sobreposto a cada imagem para permitir a quantificacdo das estruturas citadas
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anteriormente. A porcentagem de volume ocupado por cada componente em relacdao ao

espaco de referéncia (parénquima + estroma = bidpsia) foi calculado como:

NgE

Pcomp

Vv(componente, espaco de referéncia) = -
P ref

[

Il
JUN

Onde Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa) de
determinado componente, Pcomp é a somatéria de pontos que tocam determinado
componente (acino, fibrose, ducto estriado, ducto intercalar, vaso, linfécitos, plasmdcitos e
infiltrados linfoplasmocitario), e Pref é a somatdria de pontos que tocam o espaco de

referéncia (bidpsia).

5.2.9 Volume da GSM

A colecdo de secGes de bidpsias de cada paciente (6 a 13 secBes) foi utilizada para a
determinagcdo do volume da GSM. Através desta técnica pontos matematicamente
distribuidos sobre um grid sdo sobrepostos sobre cada se¢do fotografada em baixo aumento

(Leica EZ4D Estereomicroscépio Digital System, 8x). O volume total da GSM foi calculado

como: Vt :ZPi(a/ p)*Ts, onde pZPi é o numero total de pontos sobre GSM, a/p é a

i=1 i=n
area representada por cada ponto e Ts é a distancia entre as sec¢es seriais. Um coeficiente

de erro de 5% e desvio de 15% foram considerados aceitdveis (GUNDERSEN; JENSEN, 1987).

5.2.10 Numero de perfis celulares

Uma quantificacdo 2-D foi empregada para a determinacdo do nimero de perfis de
linfocitos e plasmdcitos. Como procedido anteriormente para a determina¢dao da densidade
de volume, a amostragem SURS de campos de vista foi efetuada e em cada campo
selecionado foi disposto um sistema teste contendo uma moldura com linhas de inclusdo e
linhas de exclusdo que serviram de referencial para a contagem de nimero de perfis. Os
perfis de linfdcitos (Qjing) ou plasmécitos (Qpiasm) foram contados somente se eles estiverem
no interior da moldura (area = Ay) e ndo tocassem a linha de exclusdo e os resultados foram

, . 2
expressos como numero de perfis/4mm~ e calculados como:

Qmc = Z Qlinfou Qplasm/ (Z ncv. Am)
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Onde: ),Qmcé o numero de perfis de linfocitos ou plasmécitos; Y. ncv é o

somatadrio de campos de vista analisados e Am é drea da moldura.

5.2.11 Analise estatistica
Os dados estereoldgicos foram avaliados para cada paciente e o estimador da
variancia foi determinado usando o coeficiente de erro (C.E.) para cada parametro. A

precisdo da estimativa do volume de referéncia segundo Cavalieri foi determinada de acordo

CE(Z P) = rvar P

com (HOWARD; REED, 2010): 2P

A varP depende do “noise” (acurdcia do sistema teste) e a variancia da soma das
areas (Varsarea): VarP = noise + varsaea (GUNDERSEN; JENSEN, 1987; HOWARD; REED, 2010).

Todos os valores foram apresentados como média * erro padrdo da média. Os
resultados foram analisados por meio de ANOVA (andlise de variancia one-way). Nos casos
em que a diferenca entre os grupos é indicada, o teste-t paramétrico de multiplas
comparages de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios entre os grupos
testados. Para avaliar a correlacdo entre os dois métodos aplicou-se o coeficiente de

correlagdo de Pearson. O limite de confianga estabelecido para os testes foi de 5%.
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Figura 3. Etapas envolvidas na orientagdao e quantificagdo das bidpsias avaliadas no presente estudo. Na 12. Etapa a bidpsia fixada em Glutaraldeido e
orientada através do orientator que permite a obtengdo de se¢des isotropicas uniforme e aleatéria (IUR - Isotropic uniform random) livres de viés. Dois reldgios com
orientacdes determinadas orientam essa etapa. Na 22 etapa o volume total da glandula salivar menor (GSM) é determinado pelo método de Cavalieri. Na 32 etapa,
apds uma amostragem de campos sistematicos e aleatérios (SURS — systematic uniform random sampling), a porcentagem de componentes internos a GSM é
determinada pelo método de Delesse. Na 42 etapa os mesmos campos fotografados sdo usados para a contagem de perfis celulares. Em ambas as contagens o tipo
de grid empregado na quantificagdo é apresentado. O sistema teste de pontos é empregado para a determinagdo de volume e densidade de volume. O sistema teste
de molduras com linhas de inclusdo (pontilhadas) e exclusdo (compactas) é empregado para a determinagdo do niimero de perfis de estruturas.
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6 - RESULTADOS

6.1 Avaliacdo clinica

No periodo deste estudo foi possivel amostrar 10 pacientes com suspeita de SS, com
gueixa de xeroftalmia e xerostomia, de acordo com os critérios de inclusao postulados.

Pela dificuldade de se obter glandulas salivares de pacientes controles dividiram-se
os pacientes em dois grupos usando os critérios propostos pelo Colégio Americano de
Reumatologia de 2012; (i) portadores da Sindrome de Sjogren (SS) e (ii) ndo portadores da
sindrome (N3do SS), como apresentados na tabela 4.

Todos os pacientes estudados foram do sexo feminino com idades variando entre 33
a 60 anos (Média 44,2 e mediana 42), porém com frequéncia maior na faixa etdria dos 40
anos (n=3). Entre os 10 pacientes, 6 apresentavam artrite reumatoide (AR), 1 lUpus
eritematoso sistémico (LES), 1 esclerose sistémica (ES), 1 eritema pigmentar fixo (EPFx) e 1
apresentava fibromialgia (FM) associada a osteoartrite (AO). Em relacdo ao histérico familiar,
7 pacientes apresentavam doenga autoimune e trés declararam nao ter histérico familiar.
Entre as comorbidades associada apenas 1 apresentou diabetes do tipo Il (Tabela 1).

Nos dados oftalmolégicos o teste de Schirmer demonstrou que a paciente 01
apresenta a menor producdo de lagrimas tanto no olho esquerdo (OE) quanto no olho
direito (OD), a paciente 06 apresentou uma quantidade de ldgrima menor apenas no OD em
relacdo ao OE. Os outros 6 pacientes apresentaram uma producdo de lagrima entre 6 a 30
mm/5min, o que confere normalidade. Os pacientes 02 e 10 ndo tiveram os resultados
informados (Tabela 2).

Em relacdo a determinagdo do score seco apenas os pacientes 06 e 09 apresentaram
escore > 3 graus indicando dano epitelial em ambos os olhos, os demais pacientes nao
apresentaram tal alteracdo e o paciente 04 nao teve os dados informados para esse critério
(Tabela 2).

Os dados bucais para sialometria em fluxo salivar sem estimulo indicou alteracdo nos
pacientes 3, 4 e 5 com resultados de fluxo salivar baixo, entre 0,12 a 0,16 mL/min de
salivacdo, os demais pacientes apresentaram fluxo salivar dentro da faixa estipulado para o
teste. Em relacdo ao teste de fluxo salivar estimulado somente o paciente 4 apresentou

hipossalivagdo (0,21 mL/min), os demais pacientes apresentaram o fluxo salivar dentro dos
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parametros para o teste. O paciente 1, ndo teve a sialometria informada tanto no fluxo

salivar em repouso quanto no fluxo salivar estimulado (Tabela 2).

Tabela 1. Aspectos gerais, dados clinicos, histéria familiar e dados dos pacientes
que se encaixam (SS) e ndo se encaixam (Nao SS) nos critérios propostos pelo
Colégio Americano de Reumatologia de 2012.

Dados pessoais Dados clinicos
PACIENTE SEXO IDADE Doenca Historia Comorbidade
Presente familiar

n 1 F 60 AR SIM
< 2 F 58 AR NAO
= 4 F 42 AR NAO DIABETES TIPO I
= 9 F 47 FM; OA SIM

3 F 34 LES NAO
n 5 F 42 AR SIM
< 6 F o 42 AR +ES SIM

7 F 39 EPFX SIM

8 F 33 AR SIM

10 F 45 AR SIM

Legenda: AR= artrite reumatdide;FM= Fibromialgia; OA= Osteoartrite; LES= Lupus eritematoso
sistémico; ES= Esclerodermia sistémica; EPFx= Eritema pigmentar fixo.

Em relacdo aos dados laboratoriais para o fator antinuclear (FAN), cinco pacientes
apresentaram positividade, sendo que sé trés tiveram a titulacdo acima de 1:320
confirmados, porém o paciente 3 teve uma titulagdo baixa (1:160) e a paciente 10 ndo teve a
titulacdo informada, dois pacientes apresentaram negatividade nos resultados. Quanto a
presenca do anticorpo anti-Ro, cinco pacientes apresentaram o teste positivo (POS), trés
negativos (NEG) e dois ndo informado (NI). Para o anticorpo anti-La, somente um paciente
apresentou positividade (3), cinco dos pacientes apresentaram negatividade para o teste, e
para dois o teste foi inconclusivo ( 5 e 7) e trés pacientes ndo informaram os resultados do
teste (Tabela 2).

O teste de fator reumatoide (FR) realizado ndo revelou positividade para nenhum dos
pacientes deste estudo e quatro entre os pacientes ndo informaram o resultado. A proteina
C Reativa (PCR) esteve presente em quatro dos pacientes estudados, dois pacientes foram

ndo reativos para este teste e quatro ndo informaram os seus resultados. Nos testes para
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doencgas infecciosas (HIV, HCV e HBsAg) nenhum dos pacientes apresentaram positividade, o
paciente 10 ndo informou os resultados para HIV, HCV e HBsAg, para o teste de HBsAg os
pacientes 1, 2 e 4 ndo informaram os resultados deste teste (Tabela 2).

Os achados histopatoldgicos, corados pela HE convencional, quanto ao estado
estrutural da arquitetura acinar observou-se que estavam alterados em todos os pacientes
estudados. Em relacdo a presenca ou auséncia de alteracées na GSM, observou-se que todos
os pacientes apresentaram a presenca de tecido adiposo e fibrose. De forma diferente a
ectasia dos ductos sé ndo foi observada em um dos pacientes (1), estando presente nos
demais (Tabela 3).

A maior relacdo entre a presenca de plasmdcitos e linfocitos no campo microscépico
analisados foi de ++/++, representando similaridade numérica entre as duas células (até
50%) no foco leucocitdrio, Em cinco dos pacientes ocorreram a predominancia de linfécitos
(+++), representando a ocorréncia acima de 50% de linfécitos no foco leucocitario, a
predominancia de plasmdcitos (+++) foi visualizada apenas no paciente 4 (Tabela 3).

O maior numero de foco encontrado foi no paciente 10 com 3 focos linfocitdrios,
enquanto que o maior escore focal encontrado foi no paciente 7 (1,6) e a variagao da area
glandular foi entre 6 a 9 mm2. O centro germinativo ndo foi visualizado em nenhum dos
pacientes estudados (Tabela 3).

Os focos linfocitdrios foram localizados predominantemente na regido perivascular (6
dos pacientes) seguida da regido periductal (5 dos pacientes) e na regido periacinar os focos
foram localizados apenas em 3 dos pacientes estudados. O paciente 6 apresentou foco
linfocitario nas trés regiGes citadas (Tabela 3). As imagens representativas dos achados
histopatoldgicos estdo apresentadas nas Figuras 4-7.

A tabela 4 é o resumo dos nossos achados para interpretacdo dos critérios
internacionais para o diagndstico da SS e a figura 8 apresenta a versdo grafica evidenciando
dois grupos diferentes, SS e nao-SS. Como esperado, os grupos avaliados se segregam,
embora um paciente de cada grupo se distancie do aglomerado, ainda assim compartilha os

critérios que o definem em seu respectivo grupo.
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Tabela 2. Dados Oftalmoldgicos (Schimer e Score seco), bucais (sialometria) e laboratoriais dos pacientes que se encaixam (SS) e
ndo se encaixam (Ndo SS) nos critérios propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia de 2012.

DADOS OFTALMOLOGICOS DADOS BUCAIS DADOS LABORATORIAIS
SCHIRMER (mm/5min)  SCORE SECO | SIALOMETRIA (mL/min) FAN ANTI-RO ANTI-LA FR  PCR HIV HCV HBSaG
Paciente oD OE oD OE | REPOUSO ESTIMULADO

1 0 5 0 0 NI NI NEG NEG NEG NI NI NEG NEG NI
7 2 NI NI 0 0 0,70 1,70 NEG NEG NEG NI NI NEG NEG NI
('3 4 10 10 NI NI 0,16 0,21 NI NI NI NI NI NEG NEG NI
erU 9 30 30 4 4 0,30 0,94 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

3 35 30 0 0 0,12 1,10 REA (NUCLEO) Titulo 1:160 POS POS NEG POS NEG NEG NEG

5 9 9 1 2 0,15 1,53 REA (NUCLEO) Titulo 1:1280 POS INC NEG POS NEG NEG NEG
a 6 2 14 5 5 0,21 1,54 NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG

7 28 28 0 0 0,46 1,75 REA (NUCLEO) Titulo 1:5120 POS INC NEG NEG NEG NEG NEG

8 20 20 0 0 0,40 1,57 REA (NUCLEO) Titulo 1:640 POS NEG NEG POS NEG NEG NEG

10 NI NI 0 0 0,46 1,75 REA POS NI NI NI NI NI NI

VALORES DE REFERENCIA: SCHIRMER = Normal > 5 mm/5min; SCORE SECO= 0 - Normal, 1 ou 2 Artefato ou coloracdo tardia (+8min), 3 ou mais -
Anormal; SIALOMETRIA= REPOUSO (Fluxo normal: > 0,2 ml/min; Baixo fluxo: > 0,1 <0,2 ml/min; Hipossaliva¢do: < 0,1ml/min) e ESTIMULADO (Fluxo
normal: 1,0 A 3,0 ml/min; Baixo fluxo: 0,7 A 1,0 ml/min; Hipossalivagdo: < 0,7 ml/min); FAN= titulo acima de 1:320. NI = N3o informado. INC =
Inconclusivo. NEG = Negativo. REA = Reagente.
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Tabela 3. Dados histopatolégicos da glandula salivar menor (GSM) como ferramenta no diagndstico da SS mostrando o estado da
arquitetura glandular em pacientes que se encaixam (SS) e nao se encaixam (Ndo SS) nos critérios propostos pelo Colégio
Americano de Reumatologia de 2012.

DADOS HISTOLOGICOS (PATOLOGIA)

Ectasia

PACIENTE ARQUITETURA Te.udo Fibrose dos G Infiltrado Inflamatério (1, 2 score Area Localizaciio Foco
ACINAR Adiposo ou 3 cruzes) Foco/Quant )
Ductos Focal  (mm°)
Preservada Alterada P A P A P A P A Linfdcitos Plasmdcitos Periductal Perivascular Periacinar
X X - - - - - -
& 1 X X X 0 0
) 2 X X X X +++ + 1 1,3 3 X X -
(]
’g 4 X X X X + +++ 0 - - - - -
9 X X X X X ++ ++ sem foco - - - - -
3 X X X X X ++ ++ 1 1,0 4 - X -
5 X X X X X ++ ++ 2 1,0 8 X - X
n 6 X X X X X +++ + 1 1,0 3 X X X
n
7 X X X X X +++ ++ 2 1,6 5 X X -
8 X X X X X +++ ++ 2 1,3 6 X X -
10 X X X X X +++ + 3 1,3 9 - X X

LEGENDA: Centro germinativo (CG), o grau de infiltrado inflamatério (+ = até 25%; ++= de 25% a 50% e +++= >50%). P = presenca; A = auséncia.
Score focal = (total de foco/area total) x 4
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Tabela 4. Critérios segundo a ACR 2012 aplicados a pacientes que se encaixam (SS) e ndo se encaixam (Ndo SS) nos critérios
propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia de 2012.

Critério ACR 2012

Score seco Dados laboratoriais Histopatolégicos
Pacientes oD OE FAN Anti-Ro Anti-La Score focal
1 Nado Nao NAO NAO NAO -
? 2 N3o N3o NAO NAO NAO 1,3
S 4 Nao Nao NeO NeO N/:\O -
Z 9 SIM SIM NAO NAO NAO -
3 N3o N3o NAO SIM SIM 1,0
" 5 Nao Nao SIM SIM NAO 1,0
« 6 SIM SIM NAO NAO NAO 1,0
7 Nao Nao SIM SIM NAO 1,6
8 Nao Nao SIM SIM NAO 1,3
10 Nao Nao SIM SIM NAO 1,3




42

Figura 4. Estruturas observadas da Glandula Salivara Menor, aumento 100x. Arquitetura acinar
alterada (AC), ectasia dos ductos (D), Fibrose em tecido conjuntivo (F) e vasos (V) em pacientes com

suspeita de Sindrome de Sjogren. Coloracao Eosina 1% com Hematoxilina de Harris.
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Figura 5. A) Acino preservado (Ap) 200x; B) Acino alterado 200x (Aa); C) Vaso (V) e ducto
estriado (De) 400x; D) Ducto intercalar (Di) e Tecido adiposo (Ta) 400x, em pacientes com suspeita de

Sindrome de Sjogren. Coloragao Eosina 1% com Hematoxilina de Harris.
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Figura 6. Localizagdo dos
linfocitarios: A) Foco perivascular 200x; B) Foco
periductal + periacinar 200x; C) Foco
perivascular + periacinar 200x, em glandula
salivar menor de pacientes com suspeita de
Sindrome de Sjogren. Coloragdo Eosina 1% com

Hematoxilina de Harris.
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Figura 7. Tipos de infiltrado inflamatdrio: A) Foco linfocitario; B) Foco plasmocitdrio; C) Foco
linfoplasmocitario; D) Plasmdcitos e Linfécitos, todos no aumento de 1000x, em glandula salivar menor
de pacientes com suspeita de Sindrome de Sjogren. Coloragdo Eosina 1% com Hematoxilina de Harris.
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6.2 Avaliagcdo estereoldgica da GSM

A Tabela 5 apresenta a estimativa dos volumes absolutos do material bioldgico
avaliado (bidpsia) para cada paciente, bem como o coeficiente de erro (CE) observado
devido a técnica empregada (contagem de pontos) e devido a imprecisdo obtencdo das
secOes seriais (microtomia). Nesta analise a GSM foi quantificada quanto ao volume absoluto
de parénquima e estroma. A maior biopsia avaliada apresentou um volume de 11,93 mm?>
(paciente 10), enquanto a menor teve um volume de 3,54 mm? (paciente 1). Em
consequéncia desses volumes a biopsia de maior volume também apresentou o maior
volume de parénquima (7,91 mm3), contudo o maior volume de estroma foi de 5,05 mm?
(paciente 7). Os valores minimos concentraram-se no paciente 1 e foram de 0,46 mm?
(parénquima) e 3,08 mm? (estroma).

Quando os dados do volume glandular segundo o principio de Cavalieri sdo reunidos
em seus respectivos grupos (Grupo N&o-SS e Grupo SS) e comparados, ndo foram
observadas alteracGes significativas (Figura 9). A Figura 10 apresenta os valores médios do
CE para toda a analise. Em todas as avaliagGes realizadas o coeficiente de erro (CE) (medida
do nivel de imprecisdo na analise) permaneceu abaixo de 5% computando o erro devido a
contagem de pontos e ao seccionamento devido a microtomia. A obtencdo das secdes
seriais contribuiu para a maior fonte de erro da analise, enquanto que a aplica¢do da
contagem de pontos nas secdes histoldgicas teve um efeito negligenciavel. A média do CE
total da analise permaneceu pouco acima de 3%. A capacidade do observador em diferenciar
os dois grandes componentes da GSM, parénquima e estroma, foi afetada em menos que
1,5%. A figura 11 apresenta o efeito do numero de se¢Ges utilizadas em relagdo ao volume
da GSM. No presente estudo, 8 a 13 secdes equidistantes foram suficientes para uma
determinacdo precisa. Para o paciente 5, 6 se¢cdes foram suficientes para se observar uma
estabilizacdo no volume glandular. Enquanto que a avaliagao de poucas sec¢des (< 8) resulta
em elevada imprecisdo na determinacdo do volume da GSM. Acima de 10 secdes torna-se
um trabalho ineficiente visto que apds o platé da curva estabilizar ndo ha necessidade de
mais segoes.

A Figura 12 apresenta a quantificacdo dos componentes estruturais da GSM em
dendidade de volume de seus componentes (principio de Delesse, Vol%). A densidade de

linfécitos teve um aumento significativo no Grupo SS (p = 0,033), uma diferenga de 4,4%. O
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aparente aumento nos plasmdcitos nao foi significativo. Os demais parametros analisados
nao apresentaram alteragao significativa. Se analisados quanto a sua prevaléncia na GSM,
alguns componentes sofreram modificacbes. A fibrose foi o achado morfolégico mais
prevalente em ambos os grupos analisados (36,90% e 35,04%, respectivamente Grupo Nao-
SS e SS) seguido pela porcentagem de acinos (28,43% e 29,94%, respectivamente). Com
excecdo dos ductos intercalares e estriados que mantiveram a mesma contribuicdo entre os
dois grupos, os agregados linfoplasmocitdrios, plasmdcitos e linfocitos foram mais
proeminentes no Grupo SS, enquanto que os vasos decresceram em contribuicdo (Tabela 6).

As contagens de perfis de linfécitos, plasmdcitos e total linfoplasmocitario estao
apresentados na Figura 13. Foi observado um aumento significativo no nimero de perfis de
linfécitos (p = 0,025) e no numero de infiltrados linfoplasmocitarios (linfécitos + plasmdcitos,
p = 0,038) no Grupo SS.

Os resultados dos scores focais linfocitarios efetuados independentemente por
especialistas na patologia e na estereologia sobre as se¢bes histoldgicas das bidpsias da GSM estao
comparados na tabela 7 e para avaliar a correlacdo entre eles, aplicou-se o coeficiente de
correlagdo de Pearson. Ndo houve correlacdo entre as duas contagens (coeficiente de
correlagdo = 0,628; p = 0,0521; n = 10). A demonstracdo grafica das diferengas nessas
avaliacOes é apresentada na Figura 14.

Os dados de numero de perfis de linfocitos e plasmécitos foram relacionados com o
escore estereoldgico para uma visualizacdo do padrdao de comportamento dessas varidveis
em um grafico de correlagdo tripla (Figura 15). O Grupo N3o-SS caracteriza-se por apresentar
baixo numero de linfdcitos e plasmadcitos que corresponde a um baixo escore estereolégico.

O Grupo SS compartilha caracteristicas opostas.



48

Tabela 5. Andlise morfométrica (volume de Cavalieri, mm?®) das GSMs dos pacientes (bidpsias) sugestivos de sindrome de Sjogren
avaliados neste estudo. As regides parenquimais e estromais foram separadas na contagem. Para cada regidao foi determinado o erro
devido a contagem de pontos e a microtomia. O total representa a contribuicdo dos dois componentes e ndo representa a soma direta
dos mesmos. O volume absoluto dos componentes é apresentado como mm?>.

PACIENTES
GRUPO Nao-SS GRUPO SS
- . . . . Média

1 2 4 9 Média Mediana 5 3 6 7 8 10 Média Mediana total
PARENQUIMA
s;':’tosde‘"“ a contagem de .. . (79 063 1,68 1,23 1,06 124 1,79 078 1,03 058 1,08 1,05 1,32
Erro devido a microtomia 3,2 3,6 288 211 294 3,02 2,00 3,43 2,67 3,61 4,76 1,45 2,99 3,05 2,97
Total 48 4,0 2,99 2,20 3,50 3,48 2,26 3,64 3,21 3,69 4,87 1,56 3,21 3,43 3,32
Volume (mm3) 05 1,5 6,18 3,51 2,91 2,51 3,11 2,85 1,89 5,31 198 791 3,84 2,98
ESTROMA
Erro devido a contagem de
pontos 09 09 098 0,73 0,87 0,88 0,93 0,66 1,14 0,8 0,96 0,95 0,91 0,94 0,89
Erro devido a microtomia 2,1 3,2 3,02 157 2,48 2,58 2,19 2,24 1,94 293 2,26 2,11 2,28 2,22 2,36
Total 23 3,3 3,17 1,73 2,63 2,74 2,37 2,34 2,25 3,03 245 2,32 2,46 2,36 2,53
Volume (mm?®) 34 35 468 290 3,55 3,30 3,70 6,58 3,48 5,05 2,18 4,03 4,17 3,87
Volume total da biépsia (mm?) 35 5 109 64 645 5,71 6,82 943 538 10,37 4,16 11,93 8,02 8,13
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Tabela 6 Andlise morfométrica das GSMs quanto a Densidade de Volume dos Componentes (principio de Delesse Vol %)

Densidade de Volume dos Componentes da GSM (Vol %)

Grupo Acino Fibrose  Ducto estriado Ductointercalar Vaso Adipdcito Linfécito  Plasmdcito Linfoplasmocitico
13,91 41,72 9,69 0,00 3,28 30,00 0,00 1,41 1,41
36,08 37,39 7,71 0,26 2,75 13,59 1,96 0,26 2,22
N30-SS 41,20 28,17 7,07 0,43 5,05 3,56 3,08 11,44 14,52
22,52 40,33 7,29 1,57 6,71 6,29 3,10 12,19 15,29
Média 28,43 36,90 7,94 0,57 4,45 13,36 2,03 6,33 8,36
Erro padrdo 6,24 3,05 0,60 0,35 0,90 5,94 0,73 3,18 3,79
31,80 33,41 6,83 1,17 5,22 4,78 5,27 11,51 16,78
20,89 53,71 2,61 0,30 1,66 12,23 3,26 5,34 8,61
41,75 28,97 2,60 0,95 4,26 3,55 4,34 13,58 17,92
SS 42,95 29,25 6,65 0,16 3,45 4,25 4,49 8,81 13,30
23,27 24,28 8,66 3,64 5,52 1,32 9,28 24,03 33,31
18,96 40,64 11,69 2,65 1,90 4,93 10,56 8,66 19,22
Média 29,94 35,04 6,51 1,48 3,67 5,18 6,20 11,99 18,19
Erro padrao 4,32 4,35 1,44 0,56 0,67 1,51 1,22 2,66 3,40
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Figura 8. Comportamento do Grupo Ndo-SS e Grupo SS em relagao ao escore seco, escore focal

e avaliacdo de anticorpos observado no presente estudo. Observar a segregacdo distinta entre o
Grupo N3o-SS e Grupo SS.

EEE PARENQUIMA

6 [ ESTROMA

T

Volume Cavalieri da GSM (mm?®)

GRUPO NAO-SS GRUPO S5

Figura 9. Estimativa do volume da GSM segundo Cavalieri. A GSM foi analisada em sua por¢do

parenquimal e estromal.
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Figura 12. Analise morfométrica (densidade de volume) dos componentes estruturais que compdem a GSM dos pacientes do Grupo Ndo-SS e Grupo
SS. As seguintes variaveis foram quantificadas em cada grupo: acino, fibrose, ducto estriado, ducto intercalar, vasos, adipdcito, linfocito, plasmdcitos e
linfoplasmdcitos. * indica diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 13. Contagem de perfis de linfocitos (A), plasmécitos (B) e total linfoplasmocitico (C). O
total linfoplasmocitdrio representa o somatério de A e B. Um grid quadratico com linhas de inclusdo
e exclusdo foi utilizado nessa quantificacdo. * Indica diferenca significativa em relacdo ao Grupo Nao-
Ss.
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Tabela 7. Comparacdo entre o score focal de linfocitos efetuados por
especialistas na patologia e na estereologia sobre as se¢des histoldgicas das
bidpsias da GSM.

Score Focal
Paciente Patologia Estereologia
1 - 0,01
f 2 1,30 0,84
P 4 0,00 1,57
9 sem foco 1,50
3 1,00 3,50
2 5 1,00 1,19
6 1,00 4,38
7 1,60 5,23
8 1,33 6,24
10 1,33 9,57

OBS: Score focal = (total de foco/area total) x 4
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Figura 14. A. Distribuicdo dos escores da contagem de focos linfocitarios pelo patologista e
pelo estereologista sobre as mesmas se¢des das GSM dos pacientes do Grupo N3o-SS e Grupo SS. B.
Regressdo linear utilizando os dados anteriores. y = 0,150x + 0,443; R? = 0,39.
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Tabela 8. Numero e média de perfis de linfécitos, plasmdcitos e a soma linfoplasmocitaria, além
do score focal de linfocitos e plasmdcitos pelo método estereolégico da GSM.

NUMEROS (Perfis/4 mm?)

Score Focal
Paciente Linfécitos Plasmécitos Linfoplasmocitario  Linfécitos Plasmdcitos
1 0,67 2,68 26,12 0,01 0,05
%c.) 2 42,04 35,74 77,72 0,84 0,71
2 4 78,72 82,32 160,92 1,57 1,65
9 74,96 122,42 197,23 1,50 2,45
Média 49,10 60,79 115,50 0,98 1,22
3 174,93 273,79 436,08 3,50 5,48
5 59,56 52,20 568,31 1,19 1,04
A 6 219,12 260,96 111,68 4,38 5,22
< 7 261,53 174,88 308,88 5,23 3,50
8 312,16 155,12 479,71 6,24 3,10
10 478,68 90,06 448,38 9,57 1,80
Média 251,00 167,83 392,17 5,02 3,36
OBS: Score focal = (total de foco/érea total) x 4

- 4icos
Escore estereologia (focos linfociticos)

Figura 15. Comportamento do Grupo N&do-SS e Grupo SS em relagdo a suas respectivas
avaliagdes quantitativas de linfdcitos e plasmécitos. Os simbolos indicam a média dos valores para

cada grupo. A seta pontilhada representa uma possivel posicdo do Grupo SS caso mantivesse um
numero de plasmacitos reduzido.
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7 - Discussao

Neste estudo foram avaliados 10 pacientes com suspeita de SS, os quais foram divididos em
dois grupos, os pacientes que se encaixam (SS) e ndo se encaixam (nao SS) nos critérios propostos
pelo Colégio Americano de Reumatologia de 2012 (SS).

Estereologia quantitativa diz respeito a uma drea especializada de andlise de imagem
microscopica em que as medi¢des de objetos podem ser obtidas com precisdo por meio de passos
racionalizados da amostragem combinada com a reconstru¢cdao matematica (FELIX; MCGUIRE, 1981;
MAYHEW, 1991). Estereologia é derivada do grego e significa “estudo de objetos em 3D”. No
presente, quase trés dezenas de ferramentas estereoldgicas estdo disponiveis para investigar o
volume, a area superficial, o comprimento, a conectividade e o numero de qualquer estrutura (macro
ou microscépica) em qualquer corpo (mineral ou biolégico) com inferéncias sobre a variancia das
medidas (coeficiente de erro), algo impensdvel em uma analise semi-quantitativa (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003b; MATTFELDT, 2006). Em nosso estudo apenas trés ferramentas foram empregadas
para a determinacdo do volume das GSMs (principio de Cavalieri), densidade de volume dos
componentes internos das GSMs (principio de Delesse) e contagem de perfis de linfécitos e
plasmdécitos (contagem 2D). Como ponto positivo de nosso estudo podemos salientar o potencial da
estereologia em (i) detectar as diferencas sutis (porém significativas) em linfdcitos entre os dois
grupos analisados e (ii) manter o coeficiente de erro dentro da margem aceitavel de 5%. Ainda,
comprovamos a eficiéncia da andlise estereoldgica ao mostrar a oscilagdo nos valores de volume da
GSM conforme o numero de sec¢des histoldgicas empregadas. Usando corretamente a estereologia
pode-se realizar estudos quantitativos com pouco esforgo: eficiéncia em estereologia significa contar
uma amostra de cortes minima (pouco trabalho), gastando pouco (para preparar os cortes para
analise), mas com boa acuracia (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003a). Menos se¢des analisadas, menor
precisdo e acuracia. Uma analise matematica aprofundada desse tema foi brilhantemente
apresentada por GUNDERSEN; @STERBY (1981). A maior questdo envolvendo a analise de secbes
histoldgicas Unicas ou replicas de se¢oes muito proximas é exatamente a falta de representatividade
em relagdo ao 6rgdo ou bidpsia como um todo. Para o diagnédstico histopatolédgico na drea médica e
bioldgica a estereologia pode ser implementada a rotina do laboratério patoldgico e vérios artigos
tém mostrado a amplitude e diversidade dessas possibilidades (ELIAS; HYDE, 1983; GUNDERSEN et
al., 1988; MANDARIM-DE-LACERDA, 2003b). Contudo, é racional que se separe o objetivo da andlise
em uma (i) morfometria de grupo e (ii) uma morfometria diagndstica. O primeiro caso envolve a
anadlise de varios pacientes em um estudo prospectivo ou retrospectivo. O segundo caso envolve a
investigacdo de um unico paciente (bidpsia) como comumente observado em um laboratério de

patologia, a rapidez na anadlise e diagndstico é muitas vezes um fator decisivo para a aplicacdo da
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correta terapéutica ao paciente. Contudo, iniUmeras evidéncias indicam que as andlises semi-
guantitativas apresentam baixa reprodutibilidade que reduzem o valor clinico do diagndstico, e que
esse tipo de classificacdo subjetiva deve ser substituido por uma quantificacdo objetiva (SORENSEN,
1995; LADEKARL, 1998; MARCOS et al.,, 2012). Em ambos os casos, uma série de ferramentas
investigativas envolvendo a andlise de imagens computadorizadas e estereologia estdo disponiveis
para contribuir no diagndstico e sdo cada vez mais recomendadas pelos editoriais cientificos
(COLLAN, 1985).

Apesar de oito apresentarem uma doencga autoimune associada, como estdo apresentadas
na tabelal, o que deve ser levado em consideragdo nas andlises neste trabalho, enquadrando-se
como as afecgBes sistémicas inflamatdrias crénicas e imunomediadas classificando a sindrome como
SSsec.

Nossos pacientes ndo apresentaram manifestagdes clinicas severas da SS. Apenas dois
apresentaram escore seco ocular maior que 3, e apenas 2 apresentaram hiposalivagdo na
sialometria. Essas caracteristicas, de alguma forma, podem embasar o fato das glandulas salivares
menores ndo apresentarem alteracées parenquimatosas severas, destrutivas, em acinos e ductos; e
apresentarem escores focais linfoplasmocitarios baixos; ndo apresentaram centro germinativos
((BEROUKAS; HISCOCK; et al., 2002; GRULKOWSKI et al., 2014b).

Podemos considerar que nossos pacientes ou tinham uma SS de pouco tempo de evolugao; ou
um “back-ground” genético brando; ou altera¢des funcionais sem dano estrutural, como a presenca
de anticorpos anti-receptor muscarinicos, que impede a ativacdo colinérgica da célula e secrecao
aquosa pela aquaporina 5 (AQP 5), com consequente sintomas secos.

Estudos recentes sugerem que sindrome sicca é devido a uma inibicdo funcional da
neurotransmissdo autdbnoma nas glandulas lacrimais e salivares em vez da infiltracdo e destruicdo do
tecido glandular por linfécitos T, devido a baixa correlacdo entre grau de destruicao glandular e grau
de disfungdo (JONSSON et al., 2003). E provavel que esta inibigdo esteja relacionada a um defeito ou
inibicdo da liberagdo de acetilcolina pelos nervos parassimpaticos, aumentando a taxa de
metabolismo desse neurotransmissor na fenda sinaptica, possivelmente um defeito relacionado ao
receptor de acetilcolina muscarinico M3 posjuncional (menor nimero ou menor atividade)
(BEROUKAS; GOODFELLOW; et al., 2002). A ativagdo dos receptores muscarinicos resulta na sintese
de IP3 e consequente aumento de Ca™ citosdlico a partir dos estoques reticulo endoteliais. A onda
de Ca™ citosdlico ativa proteinas Ca™*-dependentes e canais idénicos como o de K* e CI" e culmina na
translocagdo e exposicdo de vesiculas intracelulares contendo aquaporina 5 (AQP5) na membrana

plasmatica. Esses eventos permitem ocorrer a excrecdo de agua (BEROUKAS; GOODFELLOW; et al.,
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2002; EWERT et al., 2010). Na SS, os receptores M3 ndo sdo ativados ou ndo sdo funcionais ou ndo
estao eficientemente ligados aos mecanismos intracelulares de sinalizagao.

Varios fatores podem contribuir para prejudicar o fluxo salivar incluindo as citocinas
préoinflamatdérias como interleucina-1 (IL1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que podem inibir
tanto a secrecdo salivar em repouso como a estimulada (DELPORTE; STEINFELD, 2006). Em pacientes
com SS a presenca de autoanticorpos como anti-muscarinicos (M3R) pode impedir a secrec¢do salivar
normal em resposta a estimulacdo neuronal (BACMAN et al., 1996), baseado nesta teoria foi
observado em 2 dos nossos pacientes com SS, um fluxo salivar em repouso baixo, o que pode ser
explicado pela presenca desse anticorpo anti-muscarinico, no entanto nao foi feita a pesquisa deste
anticorpo abrindo novas perspectivas de estudo para o diagndstico da sindrome.

Segundo (SZABO et al., 2014)), a gravidade da SS esta relacionada a extensdo e disposi¢do do
grau de infiltrado inflamatério na regido periductal. Usando marcadores celulares Tgy (CD84, DP-1 e
BCI-6) foi possivel visualizar a predominancia de estruturas bem organizadas com maior nimero de
foco nesta regido. As manifestacdes sistémicas foram desenvolvidas mais tarde no curso da doenca
apenas em pacientes com infiltrados inflamatério altamente estruturado na presenca de células Tg,.
Os autores sugerem que as células Tgy em GSM no inicio da doenca pode prever a evolucdo clinica
mais grave na SSp. Em nosso trabalho ndo foram encontrados pacientes com infiltrado inflamatdrio
altamente estruturado, com a presenca CG, ainda que sendo classificados como SSsec.
Provavelmente devido estarem em tratamento para a doenc¢a autoimune associada o que pode ter
influenciado nossos achados.

Encontramos alteracGes apenas moderadas em acinos, ductos e estroma. Vale ressaltar que
nao realizamos estudo estereoldgico de GSM de um grupo controle de individuos normais pareados
por sexo e idade, o que nos teria permitido avaliar de forma quantitativa e com rigor estatistico o
grau de alteragdes iniciais associados a SS.

No presente estudo notou-se um numero elevado de plasmécitos no grupo SS corroborando
com os achados de (VASCONCELOS IlI, 2015) que encontrou em 80% das amostras estudadas (n=16)
um notavel nimero de plasmdécitos, apesar da predominancia populacional de linfécitos. A presenga
razoavel de plasmadcitos também foi descrita por (LANE et al., 1982) e (SPEIGHT et al.,, 1990) e
relacionaram esses achados, ou seja, as grandes quantidades de plasmdcitos como precursores de
imunoglobulinas de 1gG e IgM. Além disso, o nimero de plasmdcitos evidencia a presenca de células
B, uma vez que sua ocorréncia sé acontece com a ativacdo desta célula. Apesar da importancia do
linfécito T como parte importante do perfil inflamatério na SS, sabe-se que as células B e plasmdcitos

também participam do processo de ativacdo das citocinas e proteinas pré-inflamatérias.
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A aplicacao de metodologias quantitativas como a estereologia para a avaliagdo das
alteragGes na GSM relacionadas a SS tem sido comum nos estudos experimentais (SCOTT et al., 1987,
DE WILDE; VOOYS; et al., 1989; LEROY et al., 1992; LUKACH et al., 2013). Como ja mencionado, a
infiltragdo mononuclear nas GSMs é uma das caracteristicas da SS (PEREZ et al., 2005). A infiltragdo
geralmente se localiza nas regiGes periacinares, perivasculares e periductais levando a uma
progressiva destruicdo de acinos e ductos. O principal mecanismo de morte celular envolvido é a
apoptose (MANGANELLI; FIETTA, 2003; PEREZ et al., 2005). Evidéncias recentes comprovam a
destruicdo da lamina basal das células acinares e ductais (MOLINA et al., 2006) em consequéncia da
acdo das citocinas produzidas pelos linfécitos e importantes alteracGes na expressdo de
metaloproteinases da matriz extracelular (PEREZ et al., 2005) que atuam na remodelag¢do do tecido
glandular. Essa ideia de alteracdo morfoldgica diretamente ligada ou conduzindo a sindrome sicca é
apenas ilusdria. Na verdade, a sindrome sicca precede as alteragGes nos acinos e ductos. Os dados
mais recentes reforcam a hipétese de que a SS é uma desordem multifatorial. No presente estudo,
nao evidenciamos altera¢des quantitativas em relacdo a densidade de volumes dos componentes
estruturais da GSM nos dois grupos, sendo apenas significativos a diferenca na densidade do volume
de linfocitos no grupo SS em comparagao ao grupo nao-SS. Nossos resultados estdo de acordo com
(BEROUKAS; GOODFELLOW; et al., 2002; GRULKOWSKI et al., 2014a), onde a estrutura glandular foi
mantida intacta apesar da xerostomia sintomatica.

A queixa de boca seca ou xerostomia, nem sempre esta correlacionada com a sialometria
(KORN et al., 2002) com sinais objetivos de hipossalivacdo. Foi dificil estabelecer uma correlagado
entre queixa de boca seca e sialometria, pois muitas vezes individuos com queixa de xerostomia
apresentam sialometria dentro do valor de normalidade. Isto talvez ocorra por uma redugdo no fluxo
de saliva que é significativa para o paciente, porém com valores ainda dentro da normalidade, ou
ainda por reducdo na producdo de mucina, uma alteracdo na composicao qualitativa da saliva. Em
contrapartida individuos com sialometria com fluxos bastante baixos, muitas vezes nao apresentam
gueixas (LONGMAN et al., 2000; LIQUIDATO et al., 2002; LIMARES et al., 2005). A sialometria apesar
de inespecifica é uma das principais indicacGes para se comegar a rastrear esta doenca.

Os pacientes com suspeita da SS acabam se dispersando ou desistindo antes de chegar ao
diagnodstico, ou ainda desistindo no momento da bidpsia, que é um procedimento invasivo e,
portanto temido. Podem ocorrer complicagdes agudas e a médio prazo em cerca de 10% dos
pacientes (SANTIAGO et al., 2012). Portanto, é necessaria uma nova técnica ndo invasiva de exame
da GSM que traga beneficios compardveis a da bidpsia. Com o intuito de evitar a biopsia
(GRULKOWSKI et al., 2014b) desenvolveu o SS-OCT (Optical coherence tomography with wavelength-

tunable lasers — Tomografia de coeréncia 6tica ligado a um laser de comprimento de onda ajustaveis)
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um instrumento sofisticado para andlise por imagem da mucosa do labio inferior e das GSMs, além
dos descritores quantitativos da morfologia das GSMs, através da morfometria em pacientes com
sindrome de Sjogren e um grupo controle. Contudo ndo foram encontradas diferencas estruturais
guantitativas significantes na analise das GSMs nos dois grupos estudados. Da mesma forma nao foi
encontrada diferenca estrutural na andlise da GSM usando a bidpsia neste trabalho. Mas
conseguimos evidenciar o foco linfocitario, que é um dos critérios necessarios para o diagndstico da
doenca. O uso da bidpsia também é valorizado em outros trabalhos (GIOVELLI, 2013).

As alteragdes microscépicas associadas ao diagndstico da SS observadas em laminas pelo uso
da biopsia incluem especialmente a presenca dos focos linfocitarios (MASAKI; SUGAI, 2004;
BARCELLOS; ANDRADE, 2005; SZABO et al., 2014). O diagndstico elaborado pelo patologista é feito
procurando diretamente o foco linfocitario e observando as estruturas glandulares, porém é feito
pela observagdao de uma Unica se¢ao e um nivel. A avaliagdo de score focal obtido em trés niveis de
seccOes diferentes sobre bidpsias da glandula salivares menores, com pelo menos 200 um de
distancia, pode melhorar a acuracia diagndstica usando os critérios de classificacio de SS
estabelecidos. MORBINI e colaboadores (2005), analisaram blocos das amostras recortadas em dois
niveis diferentes de 200 e 400 um da seccdo inicial. Considerando que um infiltrado de linfécitos
tinha um diametro médio de 50 um, assumiu-se que 200 um entre as sec¢des avaliadas foram
suficientes para garantir que ndo haveria interposi¢do de score focal. As sec¢des foram cegamente
examinadas pelo mesmo patologista, que registrou a drea e a pontua¢do do foco para cada nivel.
Guardando as diferencas metodoldgicas na estereologia foi evidenciado maior nimero de foco
(Figura 14A).

Comparando os dados estereoldgicos e histopatolégicos em relagdo ao foco linfocitario, o
paciente 2 foi classificado igualmente para nao SS utilizando o consenso de 2012. Na estereologia
este paciente ndo teria nem mesmo a chance de ser indicado pela presenca do foco, pois o nimero
de linfdcitos foi insuficiente para compor um foco, o qual é necessdrio para o diagndstico de SS,
aliado a negatividade para os anticorpos anti-Ro, anti-La e FAN, adicionados a auséncia de
xeroftalmia, concluindo a classificagdo do paciente como ndo SS no nosso estudo. Contudo, a
indicacdo que o paciente possa ter SS pode acontecer quando usado os resultados da patologia, pois
apresentou grande porcentagem de infiltrado inflamatério (+++) e um score focal de 1,3. A conclusdo
seria apenas indicacdo de provavel SS quando associados a dados clinicos e laboratoriais. Desta
forma este trabalho veio unir os varios parametros multidisciplinares possibilitando a utilizacdo dos
critérios de 2012 para elucidacao do diagndstico da SS.

Do ponto de vista da morfologia da GSM, nosso estudo detectou a presenca de focos

linfocitario no tecido glandular e altera¢des qualitativas em acinos, ductos e a presenca de fibrose no
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tecido conjuntivo nos dois grupos de pacientes investigados, contudo o Grupo SS compartilhou tais
caracteristicas e as demais que satisfazem o critério internacional para o diagndstico de SS. Embora
um numero reduzido de pacientes tenha sido utilizado foi possivel o alinhamento dos dados que
permitiu a segregacdo dos pacientes em dois grupos (N30-SS e SS). E possivel que os pacientes
classificados Ndo-SS mas com pelo menos um foco de agregacdo linfocitica possam vir a ser
classificados como SS, se repetirem os exames laboratoriais (FAN, FR, anti-Ro e anti-La) por outra
técnica ou outro kit, e se fizerem a biomicroscopia da cornea/conjuntiva apds algum tempo sem usar
colirios lubrificantes e pilocarpina oral.

A comparagdo da histopatologia convencional com a estereologia demonstrou maior
sensibilidade da estereologia em avaliar densidade celular (linfocitos e plasmécitos) no estroma da
GSM, e, através de molduras compartimentalizadas “grid”, a disposicdo agregadas dessas células
“perfil”. A figura 14 A demonstra claramente a maior capacidade da estereologia em captar focos
linfoplasmocitarios (escores focais significativamente maiores), aumentando a precisdao do método
comparado a histopatologia convencional. A identificacdo qualitativa de dano a ductos e acinos
também é favorecida, e podera render elementos progndsticos para seguimento longitudinal de
pacientes e testagem de novas abordagens terapéuticas.

A sindrome de Sjogren é uma doenga autoimune de dificil caracterizacdo e cujo diagndstico
depende da combinacdo de varios achados clinicos, laboratoriais e histopatolégicos. Embora a
etiologia da SS permaneca desconhecida, a avaliagdo morfométrica das GSMs complementa a andlise
histoldgica e pode fornecer informacbes valiosas para o entendimento da patogénese dessa
enfermidade.

Nosso estudo é um trabalho pioneiro na Universidade Federal do Amazonas em pesquisa de
metodologias estereoldgicas na SS. Sua continuidade podera ocorrer incorporando o grupo controle
normal para validar alteragdes sutis de parénquima e estroma em formas iniciais da doenca ou em
pacientes pré-diagndsticos, os quais serdo seguidos longitudinalmente para observagdo de
desenlaces tardios e clinicamente significativos. Outro elemento a ser incorporado em nossos futuros
estudos é o uso de biomarcadores imunofenotipicos ou por hibridizacdo de acidos nucléicos, para
guantificar células especificas, marcadores virais (CMV, EBV), e moléculas mediadoras de fenbmenos

imunopatogénicos.
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8 - Conclusao

A estereologia é um método adequado e factivel para avaliacdo do envolvimento de
GSM em pacientes suspeitos de SS.

A estereologia é um método util para quantificar o envolvimento de estruturas
parenguimatosas (acinos e ductos) e estroma (infiltrado inflamatdrio, vascularizacao,
fibrose) em GSM de pacientes suspeitos de SS.

Quando comparada a métodos histopatoldgicos convencionais demonstra maior
sensibilidade para detecc¢do de alteracGes estruturais em GSM de pacientes suspeitos
de SS, inclusive a identificacdo de "foco” (agregados com mais de 50 elementos
linfoplasmocitario).

Considerando a estereologia como padrao ouro pela auséncia de viés nos cortes e na
selecdo de area observadas, detectamos um paciente falso-positivo e dois pacientes
falso-negativos quando analisados por métodos histopatoldgicos convencionais.

A baixa correlacdo entre achados estruturais (por estereologia e métodos
convencionais) e intensidade sintomatica (xerostomia, xeroftalmia, sicca score,
sialometria) pode ser atribuida a fatores funcionais, como bloqueio de receptores
muscarinicos e da atividade de aquaporina-5.

A avaliacdo longitudinal das alteragGes quantitativas nas GSM deve ser investigada
como instrumento Gtil para previsao progndstica e tomada de decisdes terapéuticas
em pacientes portadores de SS.

O uso de secOes serias equidistantes, acima de 6 secOes, é recomendado para
obtencdo de precisdo e acuracia nos resultados.

Confirmamos que a estereologia é um método capaz de identificar e quantificar o
foco linfocitario que é o elemento determinante para diagnosticar os pacientes com

SS.
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ANEXO 2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS a
INSTITUTO DE CIENIAS BIOLOGICAS " vﬁ‘@

Programa de Pés-Graduagdo em Imunologia Basica e aplicada

Equipe de Pesquisa: Cacilda Satomi Yano Mallmann (Mestranda Orientanda), Dr. Luiz
Fernando de Souza Passos (Orientador); Dr. Oscar Tadeu Ferreira da Costa (Co-Orientador), Dra
Tatiana Nayara Libdrio dos Santos (Co-Orientadora), Antonio Jorge de Vasconcelos Il (Mestrando

Colaborador), Nikeila Chacon de Oliveira Conde (Colaboradora) e Jessica de Almeida Hayden (PIBIC).

Programa de pds-graduagao em Imunologia Basica e Aplicada: Av. General Rodrigo Otdvio

Jorddo Ramos, 300 Campus Universitario — Setor Sul, Bloco H. Fone (092) 3305-4035 email:

imunologia@ufam.edu.br . ou Cacilda: (092) 3305-4750 email: cacildasatomi@yahoo.com.br

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFAM, Rua Terezina, 4950, Adriandpolis,Manaus-AM,
Telefone:3305-5130; Fax: (92) 3305-5130; e-mail: cep@ufam.edu.br

Local da coleta de dados: Ambulatério da Faculdade de Odontologia da UFAM.

N2 Ficha:

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Avaliagdo estereoldgica da glandula
salivar menor de pacientes com Sindrome de Sjogren, sob a responsabilidade da pesquisadora
Cacilda Satomi Yano Mallmann, a qual pretende avaliar as altera¢Ges presentes na sua boca que
podem estar relacionadas a secura que vocé apresenta na boca ou outras situagGes que
pretendemos descobrir. Esse conhecimento podera nos ajudar a melhorar a condi¢do de saude da
sua boca, na reducdo das consequéncias da sua doenca e na melhoria da sua qualidade de vida.

Sua participacdo é voluntaria e se dard por meio de uma analise da sua boca para
identificacdo e descricdo dos sintomas. Para isso, examinaremos sua boca, seu labios, sua lingua, sua
gengiva, sua bochecha e o céu da sua boca, além dos seus dentes. Se vocé possuir alguma alteragado
na boca ou possuir suspeita de ter uma alteragdo maior relacionada a sua doenca, nds tiraremos um
fragmento da sua mucosa atras do seu labio inferior (bidpsia) para analisar e verificar a gravidade da

sua doenca ou entdo para confirmar se vocé tem essa doenca que estamos suspeitando.

Rubrica
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Os riscos decorrentes de sua participa¢ao na pesquisa sao os mesmos de qualquer outro tipo
de cirurgia, pois a bidpsia é um procedimento cirurgico de pequeno porte que somente é feita se
houver indicacdo. Portanto, o risco é muito pequeno, caso vocé tenha alguma alteracdo sistémica
gue dificulte sua cicatrizacdo. Tomaremos todos os cuidados de lhe perguntar sobre todo seu estado
de saude geral para garantir o sucesso desse procedimento. Se vocé aceitar participar, estara
contribuindo para avancos na area da saude, os quais ocorrem através de estudos como este.

Se depois de consentir em sua participacdo o (a) Sr (a) desistir de continuar participando, tem
o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou
depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr
(a) ndo terd nenhuma despesa e também nao receberda nenhuma remuneracdo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer outra informacao, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador no
Hospital Universitario Getulio Vargas no enderego Rua Thomas de Vila Nova (antiga Apurinad), 300 —
Praca 14 de Janeiro, pelo telefone (92) 3305-4749, ou podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua Teresina, 4950, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone/fax: (92)
3305-5130.

Consentimento Pds—Informacdo

Eu, , fui informado

sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracao, e entendi a explicacao.
Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair
guando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nds.

Data: / /2013

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador
Impressao do dedo polegar
Caso nao saiba assinar
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ANEXO 3 Questiondrio de satude Avaliagao estereoldgica da glandula salivar menor em
pacientes com suspeita de Sindrome de Sjégren

IDENTIFICACAO

Numero do registro na FAO:

Numero do registro no estudo:

Nome:

Sexo: Raga: Data de entrada:

Data e local de Nascimento: Idade:
Endereco:

Telefone: Celular:

Doenca auto-imune presente:

Histéria familiar de doenca auto-imune:

Protocolo de tratamento:

© L N oo U~ W N e

S e S =
N o 0~ W N = O

QUESTIONARIO DE SAUDE
Ja tomou anestesia para tratar os dentes?  ( )SIM () NAO
Caso afirmativo houve reacao adversa? ()Sim () NAO
Ja extraiu algum dente? ()siM ()NAO
Ocorreu algum acidente durante ou apos a extra¢gdo? ( )SIM () NAO
Costuma sangrar excessivamente quando extrai um dente ou e machucado?( ) SIM ( ) NAO
Possui dificuldade de cicatriza¢do? ()SIM  ()NAO
Tem hematomas com frequencia? ()siMm ()NAO
Esta fazendo uso de algum medicamento altualmente? ( )SIM () NAO

Se positivo, quais?

Teve alguma reacdo com medicamentos ou alimentos? ( )SIM () NAO

Se positivo, quais?

Vocé tem asma? ()SIM ()NAO

Se positivo, a ultima crise foi quando?

Vocé ou algum membro de sua familia tem diabetes? ( )SIM ( ) NAO

Se positivo, quem?

Vocé costuma urinar mais de 7x ao dia? ()SIM ( )NAO

Sente sede a maior parte do tempo? ()sSIMm ( )NAO



18.

sarcoidose?

19.
20.
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Vocé ja teve casos de linfomas pré-existentes, doenca de enxerto versus hospedeiro e

()SIm ( ) NAO

Vocé estd fazendo uso de anti-hipertensivos?

()SIm ( ) NAO

Vocé ja foi submetidos a radiagdo ou quimioterapia para tratamento de cancer de cabega e

pescogo? ( )SIM () NAO

21.
22.
23.

Vocé esta gravida? ()sSIM

( ) NAO

O paciente necessita de acompanhamento medico? ( )SIM () NAO

POR QUE?

DADOS DA DOENCA:

1.( ) Vocé tem olho seco, diariamente, persistentemente, ha mais de 3 meses?

2.( ) Vocé tem a sensacdo recorrente de areia nos olhos?

3.( ) Vocé necessita do uso de lagrima artificial mais de 3 vezes ao dia?

4.( ) Vocé tem sensacdo de boca seca, diariamente, ha mais de trés meses?

5.() Vocé tem inchago das glandulas salivares, recorrente ou persistente, enquanto adulto?

6.( ) Vocé frequentemente ingere liquidos para facilitar a degluticdo, principalmente de

alimentos secos?

CONDIGCAO DA DOENGA:

Doenca Auto-imune Isolada ( ) Qual?

SSj Confirmada ( ) Por que?

SSj Suspeita () Por que?

EXAMES OBJETIVOS:

1- GERAL

. Constituigao fisica:

° Edemas e tumefagdes visiveis:

. Sinais vitais

Data Temperatura Pressdo arterial Respiragdo Pulso
/[ / °C mm Hg resp/min bat/min
/ / °C mm Hg resp/min bat/min
/ / °C mm Hg resp/min bat/min
/ / °C mm Hg resp/min bat/min
/ / °C mm Hg resp/min bat/min
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2- BUCO-FACIAL

° Inspecdo e palpacgdo extra-oral:

Inspecdo e palpagdo intra-oral

1. Labio 3. Lingua 5. Palato duro 7. Orofaringe

2. Mucosas 4. Assoalho 6. Palato mole 8. Gengiva

i X

DESCRICAO DO ASPECTO INTRA-ORAL DAS LESOES ORAIS:

ASPECTO DA SALIVA:

OBSERVACOES:

EXAMES COMPLEMENTARES:

Fluxo salivar ndo estimulado: ( )

Fluxo salivar estimulado: ( )

Bidpsia: ( )

Outros: ()

Teste de Schirmer: ( ) Positivo ( ) Negativo — Resultado Especifico:

Presenca de Anticorpos: ( ) Anti-Ro (SS-A) ( ) Anti-La (SS-B)
Presenga de Virus: ( ) EBV ( ) CMV ( ) Parvovirus



ANEXO 4 - Questionario Oftalmo-Reumato

UNIVERSIDADE FEDERAL DE AMAZONAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM IMUNOLOGIA

Nome:

AMBULATORIO OFTALMO-REUMATO

Idade:

Profissdo:

Naturalidade:
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Sexo:

Anamnese (_ / [/ )

Queixa Principal:

Historia da Doenca Atual:

C]Ardéncia C] Fotofobia

(_)tacrimejamento

(__JPrurido (_)BAV

() Sensagdo de Areia

C] Hiperemia ocular
() oOlhoSeco
() Outros

Historia Patologica Pregressa:

Doenga Reumitica Nao( ]

HAS Nzo (]
)

Diabetes Ndo

Outras

sim () Qual?

Sim

Sim

-
-

Medica¢des em uso:

Historia Familiar:

Revisdo Sistémica:

Exame Fisico:
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Schimmer OD OE / BUT OD OE / PIO OD OE

Biomicroscopia:

Fundoscopia: OD:[:] S/ Alt [:]Alteragées

OE: (] S/Alts (JAlteracdes

Hipotese Diagndstica:

Conduta:

SICCA Ocular Staining Score

Right Eye Left Eye
Lissamine Green  Fluorescein Lissamine Green  Fluorescein
(conjunctiva only)  (cornea only) (conjunctiva only) (cornea only)
Grade Dots Grade Dots Grade Dots Grade Dots

0 0-9 0 0 0 0-9 0 0

1 10-32 1 1-5 1 10-32 1 1-5
2 | 33-100 2 6-30 2 | 33-100 2 6-30
3 | >100 3 >30 3| >100 3 >30

D +1 - patches of confluent staining D +1 - patches of confluent staining

D +1 - staining in pupillary area D +1 - staining in pupillary area

[ +1- one or more filaments [] +1 - one or more filaments
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ANEXO 5 Critério para diagndstico da SS (versdo revisada pelo Consenso Americano Europeu —
AECG-2002)

1) Sintomas oculares: resposta positiva a pelo menos uma das questdes a seguir:

a) Vocé tem apresentado sensacéo diaria e persistente de olho seco ha mais de 3
meses?

b) Vocé tem apresentado sensacao de areia ou corpo estranho nos olhos?

¢) Vocé necessita de usar colirio substituto de lagrima mais que 3 vezes ao dia?
2) Sintomas orais: resposta positiva pelo menos a umadas questdes a seguir:

a) Vocé tem apresentado sensacéo diaria de boca seca ha mais de 3 meses?

b) Vocé tem apresentado aumento decorrente ou persistente de glandulas
salivares apés a idade adulta?

¢) Vocé necessita de beber liquidos para ajudar a deglutir alimentos mais secos?
3) Sinais oculares: resultado positivo pelo menos a um dos testes a seguir:

a) Schirmmer 1 <5 mm em 5 minutos

b) Rosa bengala > 4 de acordo com os escores de Bijsterveld
4) Histopatologia de glandulas salivares menores: escore 21 foco/4 mm? de infiltrado

linfoplasmocitério (1 foco é o aglomerado de 50 ou mais linfécitos ou plasmdécitos).
5) Envolvimento de glandulas salivares: resultado positivo em pelo menos um dos
exames a seguir:

a) Fluxo salivar ndo-estimulado <1,5 ml/15 minutos

b) Sialografia de par6tida mostrando sialectasias difusas, sem evidéncia de
obstrucdo dos ductos maiores.

c¢) Cintilografia salivar com atraso na captacéo, reducdo e na concentragdo e/ou
atraso na secrecao do tracador.
6) Auto-anticorpos: presenca dos anticorpos séricos aseguir:

a) Anti-SS-A/Ro ou anti-SS-B/La, ou ambos.

Diagnostico
e Sindrome de Sjogren primaria:
Presenca de 4 itens positivos em 6, desde que o item 4 ou item 6 seja positivo.
¢ Sindrome de Sjogren secundaria: excluir o item 6 para essa avaliacdo

Resposta positiva aos itens 1 ou 2 + duas respostas positivas entre os itens 3 e 5.

Critério de Excluséao
*Radioterapia anterior de cabeca e pescoco
*Infeccéo por Hepatite C
*AIDS
sLinfoma Preexistente
*Sarcoidose
*Doenga enxerto-versus-hospedeiro
*Uso de drogas anticolinérgicas
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ANEXO 6 Critérios de Classificacdo da Sindrome de Sjogren propostos pelo
Colégio Americano de Reumatologia em 2012 (SHIBOSKI et al., 2012).

Estes critérios se aplicam a individuos com sinais/sintomas que podem ser sugestivos de
SS.

Sdo classificados como Sindrome de Sjogren, pacientes que apresentarem pelo menos 2
entre os 3 seguintes critérios objetivos:

1. Presenca de anti-SSA-Ro e/ou anti-SSB-La ou (fator reumatoide positivo e ANA titulo
>1:320).

2. Sialadenite linfocitica focal com presenca de focus/score > 1 focus/ 4 mm?

3. Ceratoconjutivite seca com escore de colora¢do ocular com > 3 (vélido para pacientes
gue ndo estejam em uso de colirio para glaucoma e ndo tenham sido submetido a
cirurgia em cornea ou estética de palpebras nos ultimos 5 anos).

Os seguintes diagndsticos devem ser excluidos:
Histdria de radioterapia de cabeca e pescogo
Hepatite C
Sindrome de Imunodeficiéncia adquirida
Sarcoidose
Amiloidose
Doenca de enxerto versus hospedeiro
Sindrome de Hiper IgG4




ANEXO 7 Tabela com a descri¢ao da equipe participante do projeto de pesquisa.
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NOME FORMACAO TiITULO ORGAO  ATIVIDADE
Cacilda Satomi Yano Mallmann Bioquimica Especialista UFAM Mestranda
Luiz Fernando de Souza Passos Médico Doutor UFAM Orientador
Oscar Tadeu Ferreira da Costa Bidlogo Doutor UFAM Co-orientador
Tatiana N. Libdrio dos Santos Cirurgia-Dentista Doutora UFAM Co-orientadora
Nikeila Chacon de Oliveira | Cirurgia-Dentista Doutora UFAM Colaboradora
Conde

Rafael Pereira Médico Residente UFAM Colaborador
Antonio Jorge de Vasconcelos Il Cirurgido-Dentista  Especialista UFAM Colaborador
Jéssica Bruna Corréa Lindoso PIBIC Académica UFAM Colaboradora

FAO




