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2. LISTAS DE PALAVRAS E ABREVIATURAS EM LATIM

et al- e outros (abreviatura de “et lii"}

CL- Células de Langerhans

AIDS- Sindrome da imunodeficiéncia Adquirida
SVOC- Servigo de Verificagéo de Obitos da Capital

FMUSP- Faculdade de Medicina da Universidade de S&0 Paulo



3. RESUMO

Foi avaliada imunoistoquimicamente a quantidade de Céluias de Langerhans
(CL) presentes na lingua de 15 pacientes com AIDS autopsiados e 15 pacientes que
morreram por outras causas (grupo conirole). As autépsias foram realizadas no
Servigo de Verificagio de Obitos da Capital (SVOC) da Facuidade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) no periodo de 1997 a 2001.

As linguas foram dissecadas em 4 regiGes (anterior, média, posterior e
tateral), cortadas em 6 fragmentos e os cortes histologicos corados em Hematoxilina
& Eosina. Posteriormente realizamos as reagdes imunoistoquimicas com os
anticorpos S-100 e CD1a (anti-Células de Langerhans) em todos os casos e em
seguida imunomorfometria para analise quantitativa das CL.

Houve uma diminui¢do estatisticamente significante (p<0,05) no nimero das
CL nas 04 regides epiteliais das linguas dos pacientes em fase avancada de AIDS
quando comparado ac grupo controle. Além disso, observamos que ambos os
anticorpos CD1a e S-100 foram uteis para detectar as CL. Nossos achados nos
permitem afirmar que o nimero diminuido de CL nas linguas dos pacientes com
AIDS em fase avangada pode propiciar uma maior incidéncia de iesdes infecciosas,

cisticas e neoplasicas nas linguas destes pacientes.



4. INTRODUGAO

A pandemia de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) teve inicio na
década de 80 e, atualmente (2001), aproximadamente 40 milhGes de pessoas séo
portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana {HiV) em todo globo terrestre
(Quinn, 2001). Cerca de 90% dos casos ocorrem em paises subdesenvolvidos
localizados na Africa, Asia e América Latina, enquanto gue nos paises
desenvolvidos 0s surtos epidémicos estdo estaveis ou mesmo decrescendo em
certos grupos populacionais (Ministéric da Saude do Brasil, maio/2000; Quinn,
2001). O HIV pode ser adquirido através de leite materno, sémen ou sangue, por
relacdo heterossexual e homossexual mascuiina, pelo uso de drogas injetaveis
(UDI), transfuséo sangiiinea e derivados e verticaimente da mée para filho (Depaola
et al., 2000).

Os pacientes com AIDS apresentam um grande numero de |lesdes de origem
infecciosa ¢ neoplasica que podem acometer a cavidade bucal e estruturas
peribucais. Estima-se que 20% a 50% dos pacientes infectados pelo HIV
desenvolverdo alguma lesdo na cavidade bucal durante a progresséo da doenga (itin
et al, 1997). Relatos de alteragdes no numero de CL na AIDS referem-se
principalmente a pele, ndo havendo nenhum trabaiho na lingua. Trabalhos desta
natureza sdo importantes para esclarecer se ha alguma relagao entre pacientes em
estagios avangados da AIDS e diminuigdo na densidade de CL, uma vez que essas
células fazem parte do sistema imune, principal alvo do virus HIV.

As CL n&o podem ser identificadas microscopicamente em cortes de parafina
corados por Hematoxiiina & Eosina. Em roedores a técnica mais confiavel parece ser
a atividade ADPase. Quando essa técnica € aplicada em secgbes verticais do
epitélio, as CL sd@o predominantemente encontradas na camada supra basal e

também em raros casos na camada basal. Através da microscopia eletrénica pode



ser observado 0s granulios de Bisberck que parecem ser um marcador especifico
das CL. Considerando sua funcéo, alguns autores afirmam que seu papel é mediar a
recepgdo de endocitoses (Lombard ef al., 1993). As CL podem ser identificadas por
imunoistoquimica através da reacdo com a proteina S-100 e anticorpo monocional
CD1a. Sendo o anticorpo CD1a mais especifico contra as CL enquanto a proteina S-
100 marca outras céluias como por exemplo 0s melanocitos e as células neurais.

O objetivo deste trabalho foi comparar quantitativamente a presenca de CL
através de imunoistoquimica e imunomorfometria na lingua de 15 pacientes com
AIDS e 15 pacientes HIV negativos autopsiados entre 1997 a 2001 no Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S0 Paulo (FMUSP) -
Servico de Verificagdo de Obitos da Capital (SVOC). Além disso, analisou-se
comparativamente a imunoreatividade dos anticorpos proteina $-100 e CD1a

dirigidos contra as CL.



5. DESENVOLVIMENTO
5.1 Material e métodos:
Foram usadas neste trabalho as linguas de 15 pacientes com AIDS
autopsiados e de 15 pacientes que morreram por outras patologias ndo associadas
a AIDS (Grupo Controle) no periodo de 1997 a 2001 no SVOC da FMUSP (Figura 1).

A dissecacao das 30 autopsias seguiu as normas do SVOC da FMUSP.

Legenda

Lingua Anterior (LLA)
B Lingua Média (LM)
W Lingua Posterior (LP)

M Lingua Lateral (LL)

Figura 1. Esquema mostrando como foi dividida a lingua para estudo

histopatologico e imunohistoquimico.

Imunoperoxidase (Protocolo de Reagdes)

O estudo imunoistoquimico foi feito nos cortes parafinados (4 um) das linguas
obtidas das 30 autopsias realizadas no SVOC-FMUSP, utilizando-se os seguintes
anticorpos dirigidos contra as CL: proteina S-100 (Dakocyt; 1:100000) e anticorpo
CD1a (Dakocyt; 1:400). A quantificacdo da imunomarcacdo dos anticorpos foi
realizada no software (Kontrom 400, Zeiss) analisador de imagem, o qual esta
acoplado com uma camera digital Sony de captura de imagem. As laminas foram
avaliadas pelos pesquisadores (PAV e TSAQ). Apos a obtengdo dos dados foi
comparada a expressao dos anticorpos em cada regido da lingua separadamente. A

seguir descrevemos o protocolo de reagdes usado na presente pesquisa.



{(A) Primeira desparifinizagéo (a quente): em xiol a 60 °C, por 30 minutos.

(B) Segunda desparifinizacdo (a frio): em xilol, em temperatura ambiente, por 20
minutos.

(C) Hidratagdo dos cortes em: alcool absoluto (3 x); alcool 95%; alcool 80%:;
lavagens em agua corrente e destilada.

( ) microondas - com solugdo de acido citrico 0,01M / pH 6.0, em duas
incubagdes em poténcia maxima (750 W), por 9 minutos cada; esfriar até atingir a
temperatura ambiente, e lavar em agua corrente / destilada e em tamp&o PBS.

(E) Blogueio da peroxidase enddgena:

{ ) agua oxigenada a 3% (10 volumes), em dois banhos de 10 minutos cada;

(F) Incubag8o com anticorpo primario (especifico para o antigeno), diluido em
solucdo de aibumina a 1% e azida sédica a 0,1% em PBS, em camara dmida: 1 hora
a 37°C ou 18 horas (overnight) a 4°C.

Lavagens (3 x) em tampéo PBS.

(G) Incubagédo com anticorpo secundario * {especifico para a espécie animal em que
foi produzido o anticorpo primario), em camara Gmida: 30 minutos a 37°%.

Lavagens (3 x) em tamp&o PBS.

* na reacio com Complexo Avidina-biotina-peroxidase (ABC), o anticorpo secundario
foi biotinilado.

(H) Incubacdo c¢om Complexo Peroxidase-anti-peroxidase (PAP) ou complexo
Avidina-biotina-peroxidase (ABC), em camara umida: 30 minutos a 37°C.

Lavagens (3 x) em tampé&o PBS.

(1) Revelacéo com substrato cromogénico (diaminobenzidina 60 mg% em PBS + 2,0
mi de dgua oxigenada 10 volumes): 3 a 5 minutos (a 37°C).
Lavagens em agua correntie ¢ destilada.,

{J) Contracolora¢do (leve) em Hematoxilina (de Harrys).



(J) Contracoloragdo {leve) em Hematoxilina (de Harrys).
Lavagens em agua corrente e destilada.
(A) Desidratacdo dos cortes em: alcool 50%; adicool 80%; aicool 95%; alcool

absoluto (3 x); xilol (3 x) e montagem em Entellan.

5.2 Resultados:

Os valores médios obtidos para a quantidade de CL no epitélio da lingua de
pacientes HIV positivos e negativos estdo descritos na tabela 1 e os valores obtidos
para a média de Cl. presentes nas regides epiteliais (anterior, média, lateral e
posterior} da lingua de pacientes com AIDS e pacientes HIV negativos de acordo
com o anticorpo utilizado estdo registrados na tabela 2. Os valores foram submetidos
ao teste T e, subsequentemente, as médias foram comparadas ac nivel de 5% de
significancia. A tabela 3 mosira a imunofenotipagem de linfécitos dos pacientes HIV
positivos pelo método de Citometria de Fluxo do Laboratério Central do Hospital das
Clinicas de Sao Paulo,

A tabela 01 mostra a média absoluta da quantidade de ClL presentes nas
linguas de pacientes HIV positivos e negativos. Sendo que o grupo HIV negativo
apresentou os maiores valores de CL para ambos os anticorpos quando comparado

ao grupo com AIDS.

Tabela 1 —~ Média da quantidade de CL na lingua de pacientes HIV+ e HIV-

Anticorpos HiV+ HIV-
CD1a 29,28333 40,11389
$100 18,32115 45,92151 l

A tabela 02 mostra a média da quantidade de CL presentes em cada regido
epitelial (anterior, média, lateral e posterior) da lingua de pacientes HIV positivos e

negativos. Sendo que, no caso dos pacientes com AlDS, a maior média de celulas



encontradas quando usamos o anticorpo CD1a foi observada na regido média
{40,50%), seguida das regibes posterior (26,69%), anterior (22,45%) e lateral
(10,36%); ja quando foi utilizado o anticorpo S100 a maior média de células foi
encontrada na regido posterior (36,09%) seguiga da regido média (26,25%j, ainterior
(22,21%) e lateral (15,46%). Em relagéo aos pacientes HIV negativos a majgr médja
de células encontradas quando usamos o anticorpo CD1a foi observada na regido
média (40,11%) seguida das regides lateral (26,95%), anterior (17,85%) e posterior
(15,09%}); j4 quando foi utilizado o anticorpo S100 a maior média de células foi
encontrada na regido média (29,00%) sequida das regibes posterior (24,85%),

lateral (23,72%) e anterior (22,43%).

Tabela 2 - Média da quantidade de CL nas regides anterior (LA), média {LM),
lateral {LL) e posterior (LP) da lingua de pacientes HIV+ e HIV-

Regido da CD1a $100

lingua HIV+ HiV- HIV+ HIV-

LA 28,6a 28.4b 17 6a 41 6b
M ~ 516a 63,8b [ 20,8a 5380 |
B LL 13,2a 42 875b 12,25a 44a

LP | 34a 24b | 28,6a 46,1b

médias seguidas de lefras distintas diferem entre si ao nivel de significincia
A sequir estdo as figuras 1 a 4 . As figuras 1 e 2 mostram as CL no epitélio da

lingua (regido lateral) de pacientes com AIDS autopsiado, na figura 1 foi utilizado o
anticorpo CD1a ja na figura 2 foi uiilizado o anticorpo S5-100. As figuras 3 e 4
mostram as CL no epitélio da lingua de pacientes do Grupo controle, no caso da
figura 3 & a regido posterior e o anticorpo utilizado foi 0 CD1a, e a figura 4 € a regido
lateral, utilizando o anticorpo S100.

Nao detectamos nephuma infecg@o fungica ou bacteriana nas 30 linguas

analisadas usando as coloragbes de PAS, Ziehl-Neelsen e Grocott.



5.3 Figuras:

FIG (02): Imunopositividade das CL no epitélio da lingua (regido lateral) de um paiete com
AIDS autopsiado. (Imunoistoquimica: anticorpo CD1a, aumento de 100X).

FIG (03): Imunopositividade das CL no epitélio da lingua (regido lateral) de um paciente com
AIDS autopsiado. (Imunoistoquimica: anticorpo S-100, aumento de 200X).
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FIG (04)-Imunopositividade das CL no epitélio da lingua (regido posterior) de um pacien
Grupo controle (Imunoistoquimica: anticorpo CD1a, aumento de 200x)

al

i i 27 2 ; S i i
FIG (05): Imunopositividade das CL no epitélio da lingua (regi&o lateral) de um paciente do
Grupo controle (Imunoistoquimica: anticorpe S100, aumento de 200x)
5.4 Discussao:

As CL constituem a menor populagdo de células da epiderme, contudo tém um

importante papel na imunomregulagdo da pele. Sua principal fungdo & apresentar
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antigenos para os linfocitos T e assim induzir uma resposta de células T via antigeno
MHC classe i em individuos previamente sensibilizados. As CL sdo células
dendriticas, mas de origem diferente das outras células dendriticas da epiderme
como 0s melandcitos (Lombard et al., 1993) e pertencem a linhagem mondcito-
macrofago (Nandwani et al., 1995, Niedecken H et al., 1987).

O HIV tem uma especial afinidade por células T helper CD4" e as moléculas CD4
podem servir como sitio de ligacdo para o HIV (Braathen et al., 1987). O nimero
total de céluias CD4 em individuos HIV positivos depende de um perfeito equilibrio
entre a rapida producao virat e a destruicdo celular pelos linfécitos T citotoxicos. As
CL infectadas pelo HIV mantém a capacidade de interagir com os linfocitos e, neste
caso, a transmissdo desse retrovirus para o compartimento das céluias T pode
ocorrer (Stingl ef al., 1990).

Estudos tém quantificado as CL em diferentes locais como, por exemplo, a pele
(Belsito DV et al, 1984; Kirkpatrick CH et al, 1984, Braathen LR ef al, 1987), a vagina
(Spinillo A et al 1993}, a mucosa oral {Daniels TE ef al, 1987, Spomi Betal, 1994) e
o esodfago (Charton-Bain MC ef al, 1999) de pacientes com AIDS. Foi demonstrado
que o nimero de CL em pacientes infectados pelo HIV esta diminuido na pele e no
esofago. Spiniilo et af observou, por um estudo imunoistoquimico utilizando proteina
$100, uma diminuigdo no numero de CL na mucosa cervicovaginal HIV infectada, e
que ha uma correlagio entre diminuigio de CL e estagio de AIDS.

Charton-Bain MC et al em 1999 mostraram que pacientes com AIDS possuem
alteragbes na mucosa do eséfago similar as descritas na pele. O que sugere que
uma alteragdo na mucosa, no numero e na morfologia das CL durante a infecgdo
pelo HIV, podem resultar em perda da funcéo das CL, o que pode explicar a

manifestacdo clinica mucocutdnea vista no inicio da infeccdo pelo HIV e as
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infecgbes dermatoldgicas oportunistas observadas em estégios mais avancados da
doenca (Nandwani ef af., 1996; Spdrri B ef al., 1994).

Estudo realizado por Faria ef a/, em 2004 afirmou que a maior incidéncia de
lesGes infecciosas, cisticas e neoplasicas ocorreu na regido lateral de lingua
(44,22%), seguida pela regi&o anterior (25,33%), média (17,33%) e posterior
(15,11%). Também foi observado que a lingua dos pacientes com AIDS foram
acometidas por Leucoplasia Pilosa (45,65%), lesdes fungicas (36,9%), Ulceragéo
Crénica Inespecifica (18,47%), lesbes virais (11,95%), cisticas (2,17%), bacteriana
(1,08%) e neoplasicas (1,08%). No grupo HIV negativo, nenhuma lesdo fiingica, viral
e bacteriana foi detectada. Neste trabalho, 0s pacientes encontravam-se em fase
avancada da AIDS, o que significa baixo nivel de linfocitos TCD4+ e alta carga viral.
O namero absoluto de células T helper no plasma & considerado um dos melhores
indicadores de prognostico do curso da infecgdo pelo HIV, analogicamente um
estudo demonstrou que a contagem das CL também pode atuar desta maneira uma
vez que o numero dessas células foi menor em pacientes HIV positivos que
apresentavam a doenca nos estagios Il e [V guando comparados com outros
individuos no estagio Il da doenga (Dreno ef al, 1988). O gue coincide com os
resultados gerais enconfrados em nosso estudo, demonstrando uma relagdo entre
diminuicdo de CL e fase avan¢ada de AIDS. Além disso, 05 nossos casos de AIDS
fazem parte da casuistica utilizada por Faria et al (2004) ¢ o menor numero de CL
encontrado em nosso trabalho na regido lateral de lingua pode ser uma das
explicagtes para uma maior ocorréncia de lesdes infecciosas nesta regiao.

Nos pacientes HIV positivos foi observado que ambos os anticorpos utilizados,
CD1a e $100, mostraram uma diminui¢do no nimero de CL na regido lateral,
contudo nas outras regides ndo houve esta similaridade. No caso do CD1a apds a

regido lateral, a regido que possuiu 0 menor numero de CL foi a regido anterior
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seguida das regibes posterior € média. Ja em relagdo ag S100 a regido lateral foi
seguida da regido anterior, média e posterior. Esses resultados diferentes entre
CD1a e S100 pode ser decorrente talvez da menor especificidade para detectar CL

pelo anticorpo S100, o qual também pode ter marcado melandcitos.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. As CL estdo quantitativamente diminuidas na lingua de
pacientes com AIDS em comparacdo com pacientes HIV
negativos.

2. No caso dos pacientes com AIDS a regido lateral
apresentou em média a menor quantidade de CL quando
utilizamos ambos os anticorpos CD1a e $100 o que
provavelmente estd relacionado a maior incidéncia de

lesbes infecciosas nesta regido.
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