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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Avaliaciao imunologica nas
pregas vestibulares de pacientes
autopsiados com a Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida

Janainna Grazielle Pacheco Olegdrio ', Renata
Calciolari Rossi °, Ana Karina Marques Salge >,
Rosana Rosa Miranda Corréa * Vicente de Paula
Antunes Teixeira >, Eumenia Costa da Cunba
Castro ¢

Resumo

Em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adqui-
rida ha uma diminui¢ao das células envolvidas na resposta
imune, o que influencia na populacao celular dos foliculos
linféides encontrados nas pregas vestibulares, favorecendo o
aparecimento de infeccdes nas vias aéreas destes pacientes.
Estas infeccdes sdao a principal causa de mortalidade e mor-
bidade nestes pacientes. Objetivo: Caracterizar a populacao
de células nos foliculos linféides localizados nas pregas
vestibulares de adultos autopsiados com Sindrome da Imu-
nodeficiéncia Adquirida, com e sem infeccoes respiratorias
associadas. Materiais e Métodos: Foi realizado um estudo
retrospectivo transversal em 64 laringes de adultos coletadas
na rotina das autopsias. Para a imunohistoquimica foram
utilizados os anticorpos: Anti-B cells, Anti-CD3, Anti-CDG68
e Anti-follicular dendritic cells. Resultados: 46 (71,87%)
dos pacientes estudados tinham diagnéstico de Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida. Nestes pacientes, a celula-
ridade dos foliculos linféides foi estatisticamente menor em
relacdo ao grupo controle em todos os fenotipos estudados.
Nos pacientes imunodeprimidos com infec¢cao respiratoria
associada, o nimero de células estava diminuido, sendo
significante no caso dos linfécitos T (p=0,024). Conclusio:
Em nosso estudo demonstramos que os foliculos linféides
das pregas vestibulares sio afetados pela infeccio viral e
representam com fidedignidade o estado imunologico de
imunodepressio destes pacientes.

Immunological evaluation of
vestibular folds in autopsies
of patients with the Acquired
Immunodeficiency Syndrome

Palavras-chave: autépsia, pregas vestibulares, sida.
Keywords: autopsy, vestibular folds, aids.

Summary

Immune response cells are decreased in patients with the
Acquired Immunodeficiency Syndrome. This alters the cell
population in vestibular fold lymphoid follicles, leading to
respiratory infections in these patients. Such infections are
the main cause of mortality and morbidity in these patients.
Aim: to characterize lymphoid follicle cell populations in
the vestibular folds of adults with the Acquired Immunodefi-
ciency Syndrome and associated or not respiratory infection.
Materials and methods: A retrospective study was made of
64 adult larynges harvested during routine autopsies. Anti-B
cell, Anti-CD3, Anti-CD68 and Anti-follicular dendritic cell
antibodies were used for immunological testing. Results:
46 (71.87%) of the sample patients had the Acquired Immu-
nodeficiency Syndrome. In these patients, lymphoid follicle
cellularity was lower compared to the control group. The
cell number was decreased in patients with the Acquired
Immunodefficiency Syndrome and associated respiratory
tract infection. Conclusion: We demonstrated in this study
that vestibular fold lymphoid follicles were affected by viral
infections, and may be considered as a reliable marker of
immunodepression in these patients.
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INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

A cavidade laringea € dividida em trés comparti-
mentos: supraglote, glote e subglote. Na regiio supraglo-
tica pode-se encontrar as pregas vestibulares (PV)'3. As
PV sao duas laminas espessas, sagitalmente orientadas,
com mucosa de tamanho duplicado que surge dentro
da parede supragldtica’. Essas tém por fungdo lubrificar
e isolar as pregas vocais verdadeiras para permitir sua
vibracao. Acredita-se que atuem, também, como uma
barreira contra a passagem de agentes infecciosos para as
vias aéreas inferiores*?, devido a acdo dos seus foliculos
linfoides (FL).

O papel dos FL encontrados proximos as mucosas
¢ o de produzir substancias que irdo ativar na mucosa a
resposta imune contra agentes infecciosos™. As citocinas
produzidas nos FL irdo levar a diferencia¢io plasmocitaria
e a produciao de anticorpos que no caso do trato respira-
torio € principalmente do tipo IgA, que irdo ser excretadas
na secrecio das células da mucosa™®, inclusive nas PV7.

Em pacientes imunocompetentes a literatura de-
monstra o papel dos FL encontrados nas PV como prote-
tores das vias aéreas superiores do mesmo modo que o
tecido linféide associado a mucosas*” .

Em individuos infectados pelo virus HIV, ocorre
uma série de alteracdes, tais como a disfunciao e dimi-
nuicao dos linfécitos T CD4. Ha relatos de que nos in-
dividuos imunodeprimidos as demais células do sistema
imune serviriam como reservatorio para o virus e, assim,
os tecidos linféides, incluindo o encontrado na regiao da
laringe, serviriam como estruturas de replicacao viral''2,
Outros estudos relatam, ainda, que ocorre um aumento
dos linf6écitos T CDS8, embora ocorra um decréscimo no ni-
mero total das células responsaveis pela resposta imune®.
No entanto, nao encontramos na literatura relatos sobre
o fendtipo das células que formariam os 6rgaos linfoides
localizados na mucosa das PV.

Sabe-se que o tecido linféide associado a mucosa
secretor de IgA € o principal mecanismo local de pro-
tecao do trato respiratorio e a sua ativacao € o objetivo
das vacinas que visam desenvolver a imunidade nas
vias aérea superiores como forma de prevenir infeccoes
respiratorias™.

Em pacientes portadores do HIV as infeccoes
respiratorias sao as principais causas de mortalidade e
morbidade®!. Logo, o entendimento da natureza das cé-
lulas que formam os FL encontrados nas PV € o primeiro
passo para o entendimento de como poderd ser usado
o sistema imune localizado na mucosa como protecao
contra as doencas infecciosas respiratorias em pacientes
com SIDA.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a popula-
cao de células nos foliculos linféides localizados nas PV
de adultos autopsiados com SIDA com e sem infeccoes
respiratorias associadas.

Foi realizado um estudo retrospectivo transversal de
285 autopsias de adultos realizadas no periodo de 1993 a
2003. Os pacientes foram divididos em dois grupos. No
primeiro grupo foram incluidos todos os pacientes com
SIDA que tiveram as laringes coletadas durante a autopsia
com prontudrios e laudos de autopsia completos, sendo
obtido um total de 46 casos. No grupo controle foram in-
cluidos os pacientes sem SIDA, pareados pela faixa etdria
com os pacientes com SIDA, sendo excluidos os casos em
que os prontudrios ou os laudos estavam incompletos e
aqueles em que a laringe nao foi coletada durante a au-
topsia, sendo obtido um total de 18 casos. Dos prontudrios
foram coletados as doencas de base, o sexo e a idade e,
dos laudos de autopsias, as causas de morte. As 64 autop-
sias avaliadas foram divididas de acordo com a causa de
morte em pacientes com e sem infeccao respiratoria. Este
trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
(CEP) em 25/06/2004 sob o protocolo 481.

As laringes foram coletadas durante as autdpsias
de rotina e fixadas em formaldeido 4%. Posteriormente,
foram seccionadas em pontos acima e abaixo da cavidade
glotica numa distincia de 3cm de um ponto a outro. Este
fragmento, contendo as PV, sofreu cortes frontais paralelos
sendo processado para inclusao em parafina.

Para a andlise morfométrica realizou-se imuno-
histoquimica para linfocitos B e T, macrofagos e células
dendriticas foliculares, que foram quantificados através do
programa KS300 (KONRON-ZEISS, Alemanha). Para os mé-
todos imunohistoquimicos foram utilizados os anticorpos
primarios Anti-B-Cells (Biogenex, EUA), Anti-CD3 (Dako,
EUA), Anti-CD68 (Dako, EUA) e Anti-Follicular Dendritic
Cells (Dako, EUA). As laminas foram desparafinizadas em
xilol e hidratadas em escalas decrescentes de dlcoois. Na
recuperacao antigénica utilizou-se tampao citrato a 97°C
para os anticorpos Anti-B-Cells, Anti-CD68 e Anti-Follicular
Dendritic Cells e Tripsina a temperatura ambiente para o
anticorpo Anti-CD3. A lavagem das laminas foi feita com
o tampao PBS 0,05M + Triton X-100 0,05%. Todos os
anticorpos foram incubados por um tempo médio de 12
horas e o anticorpo secundario, por cerca de duas horas.
O complexo Avidina-Biotina (Dako, EUA) permaneceu em
contato com os cortes por trinta minutos. O material foi
incubado com a 3’3 Diaminobenzidina (DAB) para revela-
¢a0 e apos contra coloracio pela Hematoxilina as laminas
foram montadas em meio sintético com entelan.

Para andlise estatistica utilizou-se o programa
Sigmastat. Na comparacio entre dois grupos, quando as
variaveis foram normais utilizou-se o teste “t” de Student e
quando as variaveis foram nao-normais o teste de Mann-
Whitney. Foram consideradas estatisticamente significan-
tes as diferencas em que a probabilidade de rejeicio da
hipotese de nulidade foi menor que 5% (0,05).
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RESULTADOS

Foram analisadas 64 PV de adultos autopsiados.
Dentre os pacientes estudados, 46 (71,87%) apresentaram
diagnostico de SIDA. Neste grupo 33 (51,6%) apresentaram
como causa de morte infeccao das vias aéreas superiores.
Dos pacientes do grupo controle, 18 (28,1%) casos, 10
(15,6%) apresentaram como causa de morte infeccao das
vias aéreas superiores.

Ao se relacionar o nimero das células imunes
entre os grupos de pacientes com SIDA e grupo contro-
le, os pacientes com SIDA apresentaram menor nimero
de linfocitos B (p=0,292) (Figuras 1 e 2), de linfocitos T
(p=0,007) (Figuras 3 e 4), de macréfagos (p=0,033) (Fi-
guras 5 e 60) e de células dendriticas (p=0,048) (Figuras 7
e 8) (Tabelal).

Figura 3 - Imunohistoquimica para linfécitos T nas pregas vestibulares
- Paciente sem SIDA com causa de ébito peritonite (PAP X 200)

Figura 1 - Imunohistoquimica para linfocitos B nas pregas vestibulares Figura 4 - Imunohistoquimica para linfécitos T nas pregas vestibulares
- Paciente sem SIDA causa de 6bito peritonite (PAP, 200X) - Paciente com SIDA com causa de 6bito endocardite (PAP X200)
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Figura 2- Imunohistoquimica para linfocitos B nas pregas vestibulares Figura 5 - |munohistoquimica para macréfagos (CDGB) nas pregas

- Paciente com SIDA com causa de 6bito endocardite (PAPX200) vestibulares - Paciente sem SIDA com causa de 6bito peritonite (PAP
X200)
I
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Figura 6 - Imunohistoquimica para macréfagos (CD68) nas pregas
vestibulares - Paciente com SIDA com causa de 6bito endocardite
(PAP X200)

Figura 7 - Imunohistoquimica para células dendriticas foliculares
(anti-FDC) nas pregas vestibulares - Paciente sem SIDA com causa
de Obito peritonite (PAP X200)
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Figura 8 - Imunohistoquimica para células dendriticas foliculares

(anti-FDC) nas pregas vestibulares - Paciente com SIDA com causa
de ébito endocardite (PAP X200)

Tabela 1. Comparacéo entre o nimero de células e a presenca ou
nao de SIDA em pacientes autopsiados no periodo de 1993 a 2003.

Numero de células
Med (Vmin-Vmax)
SIDA n(%) Sem

SIDA n(%)

46(71,9) 18(28,1)
Linfocitos BA (109) 5,2(1,9-11,4) 8,3(3,5-13,4)
Linfocitos T8 (10°) 3,6 (1,4-7,9) 8,7 (3,6-15,6)
Macréfagos® 51,5 (19,0-110,0) 81,0 (50,0-352,0)
Células Dendriticas® 0,0 (0,0-1,0) 1,0 (0,0-2,0)

AT= 656,000; p= 0,292. BT 765,000; p= 0,007; °T= 728,500; p= 0,033.
PT= 717,500; p= 0,048.

SIDA= Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida; n= nimero de casos;
Med= mediana; Vmin= valor minimo; Vmax= valor méaximo. (10%)=
Os valores estao elevados a terceira poténcia.

Nos pacientes com SIDA e com infeccdo respira-
téria o ndmero de células mononucleares foi menor em
comparacao com os pacientes sem SIDA e com infeccao
respiratoria. Em relaciao aos linfocitos T esta diferenca foi
estatisticamente significante (p=0,024) (Tabela 2).

Tabela 2. Comparagao entre o nimero de células e o diagnéstico
de SIDA nos pacientes com infecgao respiratéria, autopsiados no
periodo de 1993 a 2003.

Infeccao Respiratoria
Med (Vmin-Vmax)

SIDA n(%) Sem SIDA n(%)
33 (51,6) 10 (15,6)
Linfécitos B* (10%) 4,9 (2,1-10,7) 12,7 (5,9-16,5)
Linfécitos T8 (10°) 2,6 (1,1-5,4) 6,9 (3,4-9,9)
Macréfagos® 49,0 (16,3-111,0) 71,5 (43,0-352,0)
Células Dendriticas® 0,0 (0,0-0,0) 1,0 (0,0-1,0)

AT= 271,000; p= 0,147. T= 299,000; p= 0,024. °T= 276,000; p=
0,237.°T = 261,500;

p = 0,237.

n= ndmero de casos; SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida.
Med= mediana; Vmin= valor minimo; Vmax= valor maximo. (10°)=
Os valores estao elevados a terceira potencia.

Os pacientes com SIDA e com infec¢io respi-
ratéria apresentaram menor nimero de todos os tipos
celulares quando comparados com pacientes com SIDA
e sem infecclo respiratoria, sendo que esta diferencga foi
estatisticamente significante em relacao aos linfécitos T
(p=0,019) (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparagao entre o nimero de células e o diagndstico
de infeccao respiratéria nos pacientes com SIDA autopsiados no
periodo de 1993 a 2003.

SIDA

Com infeccéao respi-
ratéria n(%)

Sem infecgao respi-
ratéria n(%)

33 (51,6) 13 (20,3)
Linfocitos BA (103) 4,9 (2,1-10,7) 57 (1,8-14,7)
Linfécitos TB (103) 2,6 (1,1-5,4) 5,9 (3,8-12,7)
MacréfagosC 68,3+65,8 79,4+60,3
Células DendriticasD 0,0 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-1,0)

AT= 296,000; p= 0,826. 5T= 402,000; p= 0,019. °t= 0,524; p= 0,603.
PT= 295,000; p= 0,807.

n= ndmero de casos; SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida.
(10%)= Os valores estéo elevados a terceira poténcia.

DISCUSSAO

A SIDA se caracteriza por gradual deplecao e dis-
funcao de linfécitos T CD4 com consequiente declinio
da imunocompeténcia'*®. Neste estudo caracterizou-se
imunohistoquimicamente a populacio de células mono-
nucleares nos FL nas PV de adultos autopsiados tendo
como doenga de base SIDA.

Neste estudo observou-se que nos pacientes com
SIDA o nimero de macréfagos, células dendriticas foli-
culares e linfocitos T e B estao diminuidos nos FL das PV
comparados aos pacientes sem SIDA. O virus da SIDA
possui tropismo nao s6 por linfocitos T, mas também por
macréfagos, células de Langherans, células dendriticas
foliculares e células endoteliais localizadas nos 6rgaos lin-
foides. A deplecio destas células aumenta com a gravidade
da infec¢ao pelo virus. Em estudos realizados em 6rgaos
linféides de pacientes com SIDA, em fase mais grave da
doenca, os FL e as amigdalas apresentavam acentuada
deplecao linfocitdria e centros germinativos muito pouco
evidentes ou inexistentes, estando estes achados de acordo
com os encontrados neste estudo. Varios autores sugerem
a possibilidade de ser o centro germinativo uma estrutura
fundamental de replicacao viral. A destruicao das células
dendriticas foliculares é um aspecto constante imunoar-
quitectural da linfadenopatia relacionada com a SIDA'™'%.
Este mesmo aspecto se repete neste estudo, mas desta
vez nos FL das PV.

Em pacientes imunocompetentes as infeccoes pul-

parados com pacientes com SIDA e sem infeccio respi-
ratoria. Os linfocitos e as células do sistema mononuclear
representam a principal reserva do virus HIV. Estas células
servem de reservatorio para a persisténcia do virus e sua
transmissao' !>, Com a progressiva imunossupressao os
centros germinativos desaparecem, aumentando a imuno-
depressao dos pacientes e a0 mesmo tempo produzindo
um aumento do virus circulante com um agravamento
da infeccao de outros 6rgaos em pacientes com estigios
avancados da doenca’. Desta forma, a diminuicio de
células inflamatorias nos FL das PV em pacientes com
infeccao respiratoria indica que as infeccoes associadas
ocorrem nos pacientes com quadro de imunodepressiao
mais grave e que, por isto ja apresentaram deplecio de
células nos FL das PV.

CONCLUSAO

Em nosso estudo demonstramos que os FL das
PV sao afetados pela infeccao viral e representam com
fidedignidade o estado imunolégico de imunodepressao
destes pacientes.
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