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RESUMO

Introducao: Inimeras lesdes de origem infecciosa, cistica, neoplasica e inflamatdria foram

reportadas nas glandulas salivares de pacientes HIV+. Objetivos: Os objetivos deste
trabalho foram analisar e comparar a resposta do sistema imune inato (proteinas da familia
PLUNC) em glandulas salivares maiores, provenientes de pacientes autopsiados com AIDS
e sem AIDS (grupo controle) no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual de Sao Paulo (FMUSP) no periodo de 1996 a 2000. Material e
Métodos: Os pacientes autopsiados foram divididos em 05 grupos: grupo 01- controle
(pacientes HIV negativos), grupo 02- HIV+ sem alteracdes nas glandulas salivares maiores,
grupo 03- (micobacteriose), grupo 04 (citomegalovirose) e grupo 05 (sialadenite) para a
realizagcdo de reacdes de imunohistoquimica para os anticorpos SPLUNC 1, SPLUNC 2 A,
SPLUNC 2B e LPLUNC 1. Para o grupo controle foi realizado técnica de hibridizacdo in
situ para SPLUNC 2. Resultados: a média de idade dos pacientes selecionados para o
grupo controle foi de 60,92 anos + 9,48 anos enquanto que a média de idade dos pacientes
HIV positivos foi de 37,75 anos + 11,11. Nos casos de micobacteriose e citomegalovirose
foi observada maior intensidade de marcacdo nas regides proxima a drea de infecgdo,
quando comparada com &reas na periferia da lesdo para os anticorpos SPLUNC 2 A e 2B.
O anticorpo LPLUNC 1 foi positivo apenas nos ductos salivares e apresentou positividade
em 42,22%, 51,06% e 63,88% para as glandulas parétida, submandibular e sublingual
respectivamente. Com relagao a hibridizacao in situ, foi observado positividade em todos os
casos. Conclusao: a familia de proteinas PLUNC pode ter papel fundamental na protecao

dos organismos frente a agentes infecciosos, no entanto sao necessarios maiores estudos.

Palavras-chave: PLUNC, AIDS, glandulas salivares maiores, imunoistoquimica,

hibridizagao in situ.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to determine the expression of PLUNC proteins in

major salivary glands (MSG) of AIDS patients with or without infectious conditions and
non-HIV patients using post-mortem material. Methods: Sex, age, CD4 cell count, and
clinical history were obtained retrospectively from the clinical records of all patients
(n=63). We analysed the expression of PLUNCs (SPLUNCI1, SPLUNC2, LPLUNC1) using
immunohistochemistry in parotid (n=45), submandibular (n=47) and sublingual gland
(n=37) samples of AIDS patients [30 with normal histology, 21 with mycobacteriosis, 14
with cytomegalovirus (CMV) infection, 30 with chronic nonspecific sialadenitis, and 30
HIV-negative controls. In situ hybridization (ISH) for SPLUNC?2 in the MSG of the HIV-
negative group was performed. Immunoreactivity was assessed as positive or negative.
Results: The mean age of the patients who died of AIDS (n=63) and CD4 cell count (n=44)
were 37 years and 63 cells microl(-1), respectively. The mean age of the HIV negative
patients was 61 years. SPLUNC 1 expression was detected in the mucous acini of
submandibular and sublingual glands, and SPLUNC2 was seen in the serous cells of the
MSG. LPLUNC 1 expression was only positive in the salivary ducts of the MSG. There
was a higher expression of SPLUNC2 in AIDS patients with CMV infection and
mycobacteriosis when compared with all other groups. The intensity of staining for
SPLUNC2 was greater around the lesions than the peripheral ones. There were no
significant differences between control subjects and AIDS patients without histologic
alterations or with chronic nonspecific sialadenitis. ISH for SPLUNC 2 showed perinuclear
positivity in the serous cells in all HIV-negative cases. Conclusions: SPLUNCI and
LPLUNCI proteins were similarly expressed in the MSG of AIDS patients and non-HIV
patients. CMV infection and mycobacteriosis increase SPLUNC2 expression in serous
cells in the MSG of AIDS patients. Further studies are needed to understand the biological
processes involved in SPLUNC2 expression in the MSG infected by CMV and
mycobacteriosis.

Key-words: SPLUNCI1, SPLUNC2, LPLUNCI, autopsy, AIDS, major salivary glands.
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1. INTRODUCAO
A pandemia da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida) teve inicio na

década de 80. Segundo o programa Conjunto das Nagdes Unidas sobre o HIV/AIDS e a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS), até o ano de 2007, cerca de 33.2 milhdes de
pessoas ja foram infectadas pelo HIV no mundo, destas 15.4 milhdes sdo mulheres e 2.5
milhdes sdo menores de 15 anos (UNAIDS 2007). Somente no ano de 2007, ocorreram 2.5
milhdes de novas infeccdes. As taxas de infeccdo estdo ainda em ascensdao em muitos
paises da Africa Sub-Sadrica, sendo a principal causa de morte neste continente (UNAIDS
2007). No Brasil os casos de AIDS notificados pelo Ministério da Saide atingiram 474.273
casos (Ministério da Sadde 2007). O HIV é adquirido através do sémen, sangue e leite
materno, podendo ser transmitido por relacdes heterossexuais, homossexuais ou bissexuais
masculinos, usudrios de drogas ilicitas intravenosas, receptores de sangue e hemoderivados.

Indmeras lesdes de origem infecciosa, cistica, neopldsica e inflamatéria foram
relatadas nas glandulas salivares de pacientes HIV+. Dentre essas lesdes destacam-se a
histoplasmose (Raab ef al. 1994, Vargas et al. 2003), tuberculose (Jakob et al. 1995; Singh
et al. 1998, Vargas et al. 2003), infec¢des por Mycobacterium avium-intracellulare (Elvira
et al. 1998, Rangel et al. 2005), criptococose (Monteil et al. 1997, Vargas et al. 2003),
citomegalovirose (Pialoux er al. 1991, Schellemberg et al. 1994, Wagner et al. 1996,
Santiago et al. 2000, Vargas et al. 2003), adenovirose (Gelfand et al. 1994, Duarte et al.
1996), pneumocistose (Wagner et al.1996), salmonelose (Knee & Ohl, 1997), infeccdo por
Streptococcus pneumoniae (Hanekon et al. 1995), linfoma ndo-Hodgkin (Chetty et al.
1996, loachim et al. 1998,Vargas et al. 2003), sarcoma de Kaposi (Yeh et al. 1989,
Mukherjee et al. 1998; Castle & Thompson, 2000), sialolitiase (Ottaviani et al. 1997),
lesdes linfoepiteliais cisticas (Uccini et al. 1999, Vargas et al. 2003) e a sindrome
linfocitaria infiltrativa difusa (Shugar et al. 1988, Mandel et al. 1999, McArthur et al. 2000,
Rivera et al. 2003).

A imunidade inata consiste de mecanismos que existem antes da infeccdo, os quais
sdo capazes de executar rdpidas respostas frente ao agente agressor e que reagem

essencialmente do mesmo modo nas infec¢des repetidas. Os principais componentes do



sistema imune inato sdo as barreiras fisicas e quimicas, tais como os epitélios e as
substancias antimicrobianas produzidas nas superficies epiteliais; células fagociticas
(neutréfilos, macréfagos e células dendriticas), células naturais killer; proteinas do sangue,
incluindo o sistema complemento e outros mediadores da inflamacdo; e citocinas que
regulam e coordenam as atividades da imunidade inata. Esse sistema é de fundamental
importancia nas fases iniciais da infec¢do, funcionando como uma barreira e facilitando
uma posterior resposta imune adaptativa mediada por células T (Branger et al. 2004,
Texereau et al. 2005).

A familia de gene PLUNC (“Palate, lung, nasal epithelium clone”) foi recentemente
descoberta em camundongos e em humanos (Weston et al. 1999, Bingle & Bingle 2000).
Esta familia € constituida por 10 membros, sendo subdividido em proteinas curtas
(SPLUNC) e proteinas longas (LPLUNC). PLUNCs sdo expressos no trato aero superior,
cavidade oral e glandulas salivares (Bingle & Bingle 2003, Vitorino et al. 2004, Zoul et al.
2006, Bingle et al. 2007). A funcdo de PLUNC ainda nio € totalmente conhecida, no
entanto, apresenta relagcdo com proteinas secretadas por glandulas salivares e por glandulas
enddcrinas da traquéia. De acordo com LeClair (2003) e Bingle & Cravem (2003), PLUNC
teria as mesmas fungdes de proteinas do sistema imune inato como BPI (proteina de
aumento de permeabilidade bactericida) e LBP (proteina de ligacdo para
lipopolissacarideos), isto €, apresenta uma fun¢do pré-inflamatoria.

Nao hd nenhum estudo na literatura, até o0 momento, investigando a participacdo das
proteinas da familia PLUNC nas glandulas salivares maiores com ou sem lesdes infecciosas
de pacientes autopsiados com AIDS em fase avancgada.

Os objetivos deste trabalho foram analisar e comparar a resposta da expressao das
proteinas da familia PLUNC em glandulas salivares maiores provenientes de pacientes
autopsiados com AIDS e sem AIDS (grupo controle) no Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de Sao Paulo (FMUSP), no periodo de
1996 a 2000.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia da AIDS

Os primeiros casos de AIDS foram registrados nos EUA e em cerca de 20 anos se
transformou em uma epidemia de grandes proporc¢des, com dissemina¢do por todo o
mundo. Até 2007, cerca de 33.2 milhdes de pessoas foram infectadas pelo HIV, destas 30.8
milhdes sdo adultos e 2.5 milhdes sdo criangas menores que 15 anos, sendo que mais de
90% delas vivem em paises subdesenvolvidos segundo estimativas do Programa Conjunto
das Nagdes Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS) e a Organizacdo Mundial da Saide
(OMS). Esses numeros sofreram uma redug¢do de 16% quando comparado com as
estimativas publicadas pela UNAIDS em 2006 (39.5 milhdes de pessoas infectadas).
Somente no ano de 2007, ocorreram 2.5 milhdes de novas infec¢des, das quais 420.000
acometeram individuos menores de 15 anos. Somente no ano de 2007, 2.1 milhdes de
pessoas morreram com AIDS (UNAIDS, 2007). Na Africa sub-sagrica, até 2007, havia 22.5
milhdes de pessoas infectadas pelo HIV, destas, 1.7 milhdes ocorreram somente nesse ano.
J4, nos paises subdesenvolvidos da Asia, existem 4.8 milhdes de pessoas infectadas, sendo
432.000 notificados somente em 2007. Na América Latina, aproximadamente 1.6 milhdes
de pessoas estdo infectadas pelo HIV. Para essa regido hd uma estimativa de que houve
100.00 novos casos em 2007 e que 58.000 pessoas foram a ébito pela doenca durante o ano
de 2007. De acordo com Sudhashan et al. (2008) ocorrem aproximadamente 14.000 novas
infecgdes pelo HIV por dia em todo o mundo.

No Brasil, existem cerca de 660.000 individuos HIV+ notificados pelo Ministério da
Saude até o ano de 2007, sendo que destes, 474.273 ja desenvolveram a AIDS. Esses
dados constituem 1/3 da populacdo que vive com HIV na América Latina. Foram
notificados aproximadamente 193.000 6bitos por AIDS até 2007 no Brasil. Cerca de 80%
dos casos de AIDS em criangas com até 13 anos de idade, é decorrente da transmissao
vertical. J4 a estimativa para mulheres gravidas infectadas pelo HIV € da ordem de 16.410,
ou seja, 0,4% do total das gestantes. Destas, apenas 40% recebem tratamento antiretroviral

(Ministério da Saude, 2007).



2.2. HIV (Virus da imunodeficiéncia humana)

O HIV € virus com genoma RNA da familia lentiviridae. Pertence ao grupo dos
retrovirus citopdtico e ndo oncogénico que necessitam da enzima transcriptase reversa para
se multiplicar. A enzima trancriptase reversa € responsavel pela transcri¢gio do RNA viral
em uma copia de DNA. Foi primeiramente descrito em 1981 (Barré-Sinoussi et al. 1983,
Sharp & Hahn, 2008, Sudharsham ez al. 2008). Existem duas formas de HIV geneticamente
diferentes, HIV-1 e HIV-2, sendo que o HIV-1 € o tipo mais comum associado a AIDS nos
EUA, Europa e Africa central, enquanto que o HIV-2 é mais comum principalmente na
Africa ocidental. Entretanto parecem ter a mesma origem filogenética, originando-se do
SIV (virus da imunodeficiéncia simia). A via de transmissdo parece ser a mesma,
entretanto, o HIV-2 tem um menor risco de transmissao e pode levar a uma progressdo mais
lenta para a AIDS (Harris & Maher, 1996, Sudharsham et al. 2008). O HIV € um virus
esférico com nucleo eletrodenso rodeado por um capsideo protéico, que é envolvido por um
envelope lipidico derivado da célula infectada. O nticleo contém quatro proteinas, incluindo
a p24 e pl7, duas fitas de RNA e uma enzima transcriptase reversa, responsavel pela
transcricdo do RNA viral em DNA, permitindo assim que o virus possa integrar-se ao
genoma da célula hospedeira. No envelope lipidico ha duas glicoproteinas, gp120 e gp41,
que sdo fundamentais para a infec¢do das células pelo virus. O genoma proviral do HIV
contém aproximadamente 10.000 pares de bases com 2 LTR (long terminal repeats
sequences) e 9 regides, sendo 3 delas codificadoras dos genes maiores gag, pol e env que
codificam os componentes estruturais e funcionais. Os produtos dos genes gag e pol sao
traduzidos inicialmente em proteinas precursoras grandes que devem ser clivadas pela
protease viral para fornecer as proteinas maduras. Além desses trés genes retrovirais
comuns, o HIV contém outros genes, como tat, rev, vif, nef, vpr e vpu que regulam a sintese
e montagem das particulas virais infecciosas. O gene tat produz a regulacdo na ripida
replicacdo viral. O gene rev também é essencial a replicacio do HIV, exercendo seus
efeitos em nivel pds-transcri¢do por regulacdo do transporte do RNAm viral do nicleo para

o citoplasma. Os produtos dos genes vpu e vif atuam no fim do ciclo bioldgico viral e



parecem ser essenciais ao brotamento de virions das células infectadas (vpu) e da
capacidade de infectar outras células (vif). O gene vpr ajuda a aumentar a producdo de virus
por diversos mecanismos, permitindo que as células incapazes de se dividir como, por
exemplo, os macrofagos sejam infectados pelo HIV. Além disso, o vpr detém o ciclo
celular na fase G2 durante a LTR viral € mais ativa, maximizando a protecdo viral. Por fim,
a proteina nef parece ser essencial ao desenvolvimento da infec¢cdo progressiva (Frankel &

Young, 1998, Klatt 2004, Cotran et al. 2005).

2.3. Patogenia da AIDS

O HIV possui capacidade de provocar mudangas imunoldgicas, dificultando o
subsequente controle do virus, provocando uma suscetibilidade a infec¢des oportunistas. A
infeccio pelo HIV € caracterizada por uma imunossupressdo profunda, que afeta
primariamente a imunidade celular, devido a uma perda acentuada de células T CD4+ e de
um comprometimento da funcdo das células T auxiliares sobreviventes (Cadogan &
Dalgleish, 2008, Sudharshan et al. 2008). Existem evidéncias cientificas de que a molécula
CD4 € um receptor de alta afinidade para o HIV. Isso ocorre porque a glicoproteina gp 120
presente na membrana do HIV tem afinidade pelas moléculas CD4+ dos linfocitos. Essa
proteina liga-se a outras moléculas da superficie celular, ou seja, a co-receptores, para que o
virus consiga entrar na célula. Duas moléculas de superficie celular, a CCR 5 (receptores
das B-quimiocinas) e CXCR 4 (receptores de o-quimiocinas) exercem esse papel, formando
um novo local de reconhecimento em gp 120 para esses co-receptores. Outra proteina
denominada de gp 41 auxilia no processo de fusdo do virus com a membrana celular das
células T ou macréfagos alvo. Apds a fusdo, o cerne viral contendo o genoma do HIV entra
no citoplasma celular (Cayabyab et al. 2004, Sudharshan et al 2008). Uma vez dentro da
célula, o genoma viral sofre transcri¢ao reversa, levando a formag¢do de cDNA (DNA pré-
viral). Em células T quiescentes, o cDNA pode permanecer em uma forma epissdOmica
linear. Nas células T em divisdo, o cDNA adquire uma forma circular, entra no nicleo e
integra-se ao genoma do hospedeiro. Embora a reduc@o acentuada de células TCD4+ possa
ser responsavel pela maior parte da imunodefici€éncia nos estdgios avancados da infeccao

pelo HIV, h4 evidéncias de que se podem detectar defeitos qualitativos nas células T até



mesmo em individuos assintomaticos (Cotran et al. 2005, Cadogan & Dalgleish 2008).
Tem sido demonstrada uma aparente disfunc¢do nas células T helper de pacientes HIV+
assintométicos independentes do nimero de células CD4 e do estadio clinico (Clerici et al.
1989, Clerici & Shearer 1993). Alteragdes na producdo e regulagdo de citocinas por
linfécitos Th (helper) CD4 tem importante efeito nos eventos imunoldgicos associados a
doenca (Graziosi et al. 1994, Maggi et al. 1994). As células Th sdo definidas pelas
citocinas que sintetizam. Sendo assim as células Thl produzem Interferon (IFN-y),
Interleucina 2 (IL-2) e Fator de necrose tumoral (TNF-B); as células Th2 produzem IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Yssel et al. 1992, Graziosi et al.1994, Maggi et al. 1994);
as células ThO secretam todas as citocinas citadas anteriormente (Yssel et al. 1992, Del
Prete et al. 1993, Veronesi et al. 2000). Porém, ndo hd uma associacdo precisa entre a
distribuicdo dos grupos de células Th e a progressao da doenca. Clerenci & Shearer (1993)
sugerem que a resisténcia, em contraste com a progressdo para a AIDS € dependente do
predominio de resposta Thl sobre Th2, e ao invés disso favorece a expressdo do fendtipo
ThO. Além disso, estudos “in vitro” mostram que clones Th2, e principalmente ThO,
suportam a replicagdo viral enquanto isso ndo € observado em clones Thl testados (Maggi
et al. 1994). Sendo assim, as diferentes citocinas produzidas pelos grupos de células Th e as
secretadas por outros tipos de células regulam a resposta imune do hospedeiro a infec¢ao do
HIV.

Por outro lado, tem sido demonstrado que uma aparente disfunc@o nas células Th
de pacientes HIV+ assintomaticos pode ocorrer independentemente do nimero de células
CD4 e do estadio clinico (Clereci et al. 1989, Clerenci & Shearer 1993). Portanto, os
defeitos qualitativos que podem ser observados nas células T incluem: redug¢do na
proliferacao de células T induzidas por antigenos, diminui¢cao das respostas Th1 em relacdo
ao tipo Th2 e defeitos da sinalizacdo intracelular. O desequilibrio entre respostas Th1 e Th2
favorece as respostas humorais sobre a imunidade celular.

Em decorréncia das indmeras alteracdes que ocorrem no sistema imunoldgico, os
pacientes apresentam linfopenia, redu¢do da funcao das células T com perda de células de
memoria, suscetibilidade a infecgdes oportunistas, neoplasias, diminuicdo da

hipersensibilidade do tipo tardio; alteracdoes das células B e alteracdes nas funcdes de



macréfagos e mondcitos com redu¢do da quimiotaxia, fagocitose e capacidade de
apresentacao de antigeno.

Desta forma o sistema imunolégico vai sendo lenta e progressivamente
deteriorado ficando suscetivel ao desenvolvimento de uma série de doencas oportunistas,
que pode culminar na morte do paciente (Cotran et al. 2005).

Entre 1995-1996, com a introducdo da terapia antiretroviral altamente ativa
(TARV ou HAART), ou seja, uma combinac¢do de pelo menos trés diferentes classes de
medicamentos no tratamento desses pacientes ocorreu um aumento na qualidade de vida e o
indice de mortalidade relacionada ao HIV caiu de 29.4 em cada 100 pessoas infectadas para
8.8 em cada 100 pessoas por ano somente em 1997 (Palella et al. 1998). Na maioria dos
pacientes infectados pelo HIV, a HAART reduz drasticamente a carga viral do HIV e
aumenta a contagem dos linfécitos TCD4, diminuindo a incidéncia de infecgdes
oportunistas (Sudharshan er al. 2008).

Apo6s 20 anos de pesquisa e mais de 85 pesquisas clinicas usando vdrios tipos de
vacina houve pouco progresso no desenvolvimento de vacina efetiva para o HIV/AIDS.
Essa dificuldade se deve a trés obstdculos principais. O primeiro é que o virus entra
rapidamente no genoma das células T de memoria constituindo um reservatorio do qual o
virus ndo pode ser desalojado. O segundo obsticulo envolve uma hipervariabilidade
genética do virus que pode facilmente evitar defesas imunes do hospede por mutacido. O
terceiro obsticulo € que nés somos incapazes de produzir anticorpos que possam neutralizar

cepas virais selvagens e de bloquear precocemente a infec¢ao (Girardi, 2007).

2.4 Alteracoes das glandulas salivares maiores na AIDS

As lesdes mais comuns nos pacientes com AIDS sdo infec¢des oportunistas de
origem bacteriana, fingica, viral ou de protozodrios, ocorrendo também neoplasias e lesdes
linfoepitelias e outras de etiologia desconhecida. Diversos estudos avaliaram as doencas de
glandulas salivares em pacientes HIV+. Magalhdes et al. (2001) estudaram 38 criancas
HIV+ no Brasil, encontraram aumento bilateral das glandulas parétidas em 18,42%. Ja
Matee et al. (2000) detectaram aumento de volume das glandulas parétidas em 20%, 12% e

5% dos pacientes com AIDS, HIV+ e HIV-, respectivamente. O envolvimento da glandula



submandibular ocorreu em 29,6%, 31,3% e 14,7% destes pacientes, respectivamente. A
prevaléncia do aumento das glandulas parétida e submandibular, sobretudo nesta tltima, é
surpreendentemente alto, em comparacdo aos 2,4% relatados por Tukutuku et al.(1990) e
aos 4,3% por Mulligan et al. (2000). A doenca das glandulas salivares associadas ao HIV
(DGS-HIV) € caracterizada por aumento de volume glandular sem sintomatologia dolorosa
(Schrot et al. 1997, Mulligan et al. 2000). Este aumento de volume pode corresponder a
neoplasias (Sarcoma de Kaposi, linfoma nao-Hodgkin) e lesdes nao neoplésicas (lesdao
linfoepitelial benigna, sindrome linfocitaria infiltrativa difusa, linfadenopatia parotidea,
cistos parotideos multicéntricos associados a adenopatia cervical), ocorrendo
preferencialmente em criangas, sendo a pardtida o local mais afetado, com acometimento
bilateral em 60% dos casos (Schiodt, 1992). Lesdes infecciosas também ja foram
encontradas nas glandulas salivares maiores de pacientes com AIDS. Vargas et al. (2003)
estudando 100 glandulas pardtidas de pacientes autopsiados com AIDS em fase avancada,
encontraram (02 casos de histoplasmose, 03 casos de criptococose, 09 casos de
citomegalovirose, 10 casos de micobacteriose. J4 Léon et al. (2008) estudando 103
glandulas submandibular e 92 glandulas sublingual encontraram 11 e 7 casos de
micobacteriose para as glandulas submandibular e sublingual respectivamente, 14 e 02
casos de citomegalovirose para as glandulas submandibular e sublingual respectivamente,

além de 03 e 04 casos de criptococose em cada uma das glandulas.

2.5. Sialadenite

As sialadenites compreendem todos os processos inflamatérios que acometem nas
glandulas salivares e sdo acompanhadas de dor, aumento de volume e reducdo do fluxo
salivar da glandula acometida. Elas podem ser classificadas em agudas ou cronicas
(Werning et al. 1990, Gomes et al. 2006). A patogénese das sialadenites ndo é
completamente compreendida, mas € provdvel que envolva uma combinacdo de diversos
fatores etiolégicos que contribuem para a reducdo do fluxo salivar (Gomes et al. 2006).
Alguns fatores sist€émicos podem predispor o paciente a um quadro inflamatério das
glandulas salivares, sendo assim pacientes em estado de imunossupressao, como diabetes,

alcoolismo, desordens auto-imunes como a Sindrome de Sjogren, diminui¢do do fluxo



salivar secunddria a medicamentos como antidepressivos, anticolinérgicos e diuréticos
(Nusem-Horowitz 1995, Matsuo et al.1997).

A sialadenite aguda é mais comum na glandula parétida, sendo bilateral em 10 a
25% dos casos. As manifestacdes clinicas incluem eritema, edema, aumento de temperatura
e enrijecimento da drea glandular afetada. Alguns pacientes apresentam febre, juntamente
com queixa de dor. O envolvimento do parénquima glandular pelo processo inflamatério e
a subseqiiente estimulacdo dos nervos sensoriais proximos a cdpsula da glandula
contribuem para a dor associada. Ao exame intra-oral, a abertura do ducto salivar se mostra
eritematosa € uma colecdo purulenta pode ser drenada da glandula quando a mesma €
palpada, no caso de infeccdo bacteriana, sendo esta situagdo a mais freqiiente (Saunders et
al.1991, Nusem-Horowitz (1995).

Com o advento da AIDS é comum encontrar infec¢gdes bacterianas, fingicas e virais
associadas a sialadenites. Santiago et al.(2000) diagnosticou através da PAAF um caso de
infecgdo por CMV associado a sialadenite em paciente HIV+. Vargas et al. (2003) em
estudo de 100 glandulas parétidas de pacientes autopsiados com AIDS, encontraram 29
casos de sialadenites apresentando infiltrado discreto, moderado e intenso em 66, 10 e 24%
respectivamente. J4 Léon et al.(2008) encontraram 25 casos de sialadenite em 102
glandulas submandibulares e em 25 casos nas glandulas sublinguais de 92 pacientes
autopsiados com AIDS. Léon et al. (2008) encontrou também 12 e 6 casos de sialadenite
granulomatosa associadas a co-infeccdes nas glandulas submandibular e sublingual,
respectivamente.

Obstrucdes ductais recidivantes ou persistentes (mais comumente devido a
sialolitiase) podem levar a uma sialadenite cronica (Gomes et al. 20006).

A sindrome linfocitdria infiltrativa difusa (SLID) € uma doenga que ocorre em
pacientes HIV+ caracterizada por aumento das glandulas salivares e lacrimal. Outras
caracteristicas dessa sindrome incluem persistente circulacio de linf6citos TCD8 no sangue
periférico, infiltracdo linfocitdria TCD8 difusa nos tecidos associadas a uma adenopatia
generalizada (Itescu et al. 1992, Madel et al.1998, Basu et al. 2006). O pulmio é o 6rgio
extraglandular mais comumente acometido, sendo que o figado, trato gastrointestinal, rins

(Itescu, et al. 1990), musculos e sistema nervoso periférico (Moulingnier et al. 1997) sdo os



orgdo menos frequentemente acometidos. AlteracOes nas glandulas salivares menores em
pacientes HIV+ ja foram descritas, apresentando-se geralmente como sialadenite focal, os
quais sao similares ao da Sindrome de Sjogren. O infiltrado € predominantemente
composto por linfécitos CD8 (CD4/CD8 = 0,5) (Itescu et al. 1989, Schigdt et al. 1989), o
que contrasta com a relacio CD4/CD8 de 3 a 8 observadas na Sindrome de Sjogren

classica.

2.6. Citomegalovirose

O citomegalovirus (CMV) é um virus de dupla fita de DNA, pertencente a familia
Herpisviridae (Lewin-Smith et al. 1998). A infeccao das glandulas salivares pelo CMV era
uma condicdo rara, que em geral afetava recém nascidos devido a infeccao transplacentéria,
e menos provavelmente a uma infec¢do do cérvix apds a ruptura da membrana amnidtica,
podendo causar debilidade fetal, retardo no desenvolvimento, nascimento prematuro,
microcefalia, hidrocefalia com calcificacdo periventricular, corioretinite, trombocitopenia,
purpura e hepatite. Os rins e os pulmdes sdo os 6rgaos mais acometidos, sendo que nesses
pacientes, os corpusculos de inclusdo citomegdlica foram observados principalmente nas
células epiteliais (Ko et al. 2000, DeVries, 2007, Maruyana et al. 2007,). Atualmente, essa
condic@o também tem sido diagnosticada em adultos com imunossupressao, sendo uma das
infec¢des oportunistas mais importantes em pacientes infectados pelo HIV (Steininger et al.
2006). Clinicamente a doenca se caracteriza por febre, aumento de volume das glandulas
salivares, hepatoesplenomegalia e linfocitose. O CMV pode ser isolado no sangue, urina,
(Langford et al. 1990), s€men, secre¢Oes vaginais, leite materno, ldgrimas, saliva (Correia-
Silva et al. 2007) e fezes. Afeta principalmente as células ductais epiteliais e o endotélio
dos vasos sanguineos (Kanas et al. 1987). A exposi¢dao pelo CMV ¢ muito comum na
populacdo. De acordo com de Correia-Silva et al. (2007), a soroprevaléncia tem sido entre
80 e 90% na populagdo geral e em cerca de 94% de homens homossexuais, indicando uma
infeccdo latente (Kanas et al. 1987).

O CMYV na AIDS pode se manifestar como pneumonite (Steininger et al.2006,
Marchevsky et al. 1985), esofagite ou enterocolite (Rotterdam et al. 1985, Steininger et al.
2006) e encefalite (Rhodes, 1987, Steininger et al .2006). A deteccdo do DNA do CMV no
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fluido cérebro-espinhal mostra-se de alto valor diagndstico para a doenga ativa no SNC de
pacientes com AIDS (Stanojevic et al. 1987). O CMV pode ser também detectado na saliva
de pacientes HIV + ou imunocomprometidos (Marder et al. 1985, Correia-Filho et
al.2007). De acordo com Correia-Filho er al. (2007), as glandulas salivares sdo os locais
preferidos para a persisténcia do CMV. A reproducdo do virus nas glandulas salivares e
subsequente liberac@o na saliva é um veiculo fundamental para a transmissdo horizontal do
CMYV na populagdo em geral.

A predilecao do CMV por glandulas salivares em pacientes com AIDS € conhecida.
Vargas et al. (2003) em estudo de 100 autopsia encontraram 9 casos de infec¢do pelo CMV
nas glandulas parétidas. Todos os casos apresentaram CMV no parénquima e apenas 1 caso
mostrou além da infec¢do no parénquima, infec¢do no linfonodo intraparotideo. IThrler et
al.(1996), relataram 47 casos de infeccdo pelo CMV de um total 88 casos de autopsias,
destes, 28 acometeram a glandula parétida. Wax et al. (1994) descreveram 3 casos de
sialadenite parotidea por CMV, os quais foram diagnosticados por puncdo aspirativa por
agulha fina (PAAF). Santiago et al. (2000) também relatou um caso de sialadenite por
CMV na glandula parétida de homem portador de HIV. O CMV foi detectado em células
acinares das glandulas submandibulares de pacientes com AIDS por Pialoux ef al. (1991) e
Schellemberg et al. (1994). Wagner et al. (1996) detectaram CMV em 10 de 60 glandulas
submandibulares de pacientes autopsiados com AIDS. Léon et al.(2008) em recente estudo
de 103 glandulas submandibulares e 92 glandulas sublinguais de pacientes autopsiados
com AIDS em fase avancada, detectaram infeccdo pelo CMV em 14 e 2 casos paras as
glandulas submandibular e sublingual respectivamente.

Os sintomas mais frequentes relatados por pacientes sdo de xerostomia devido a
diminui¢do do fluxo salivar. Greenberg et al. (1995) e Greenberg et al.(1997) encontraram
uma relagdo fortemente significativa entre a presenca do CMV na saliva e queixa de
xerostomia, sugerindo que o CMV pode ser a causa da disfuncdo das glandulas salivares
em pacientes com AIDS. Esses achados s@o corroborados pelo fato de que o dano celular €
causado pelo efeito citopatico direto do CMV, visto que em muitos casos apresentam um
infiltrado inflamatorio discreto e auséncia de resposta inflamatéria (Ko et al. 2000, Vargas

et al. 2003).
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Ap6s a introdugcdao da HAART, a qualidade de vida dos pacientes infectados pelo
HIV aumentou drasticamente com a supressdo da persistente viremia pelo HIV, ocorrendo
dessa forma, uma reducao significativa na incidéncia do desenvolvimento de doenga pelo
CMV. No entanto, mesmo na era da HAART, um ndmero considerdvel de pacientes
infectados pelo HIV, tem um contagem de células CD4 abaixo de <100mm>, o que deixa o
paciente suscetivel ao desenvolvimento da doenga (Steininger et al. 2006).

Recentemente foi demonstrado por Rocha er al.(2008) que a infec¢do por CMV
aumenta a secrecdo de SLIP (Secretory leukocyte proteinase inhibitor) nas glandulas
submandibulares de pacientes com AIDS e que pode estar associada com diferentes eventos
tais como a protecdo contra a infec¢do, acdo de proteinases derivadas das células
inflamatdrias, além de promogao de reparo tecidual.

As drogas usadas na terapéutica para infeccdo pelo CMV incluem foscarnet,
ganciclovir e cidofovir (Katlama, 1996). Para as lesdes isoladas, como tlceras orais, sem
envolvimento sistémico, pode ser usado aciclovir por via oral (Greenspan & Shirlaw,

1997).

2.7. Micobacteriose

A tuberculose (TB) € uma doenca bacteriana causada por Mycobacterium
tuberculosis e ocasionalmente por outras espécies como Mycobacterium bovis e
Mycobacterium africanum A transmissdo ocorre pelo ar através de perdigotos, espirro ou
tosse de individuos com TB pulmonar. A transmissdo geralmente ocorre em locais
fechados, escuros e sem ventilagdo. O risco do individuo se infectar depende do tempo de
exposicdo e da susceptibilidade do mesmo. Uma vez infectado, o individuo permanece
neste estado por muitos anos e a maioria, (90%) das pessoas HIV negativas infectadas com
Mycobacterium tuberculosis nao desenvolvem a doenga, entretanto, pessoas com AIDS
podem desenvolver TB a qualquer momento (Harries & Mayer, 1996). Virios fatores
podem acarretar o desenvolvimento da doenga, como por exemplo, o estresse fisico e
emocional, subnutricao, e principalmente co-infec¢des associadas ao HIV.

A TB pode acometer diferentes oOrgdos, sendo o pulmdo € o Orgdo mais

frequentemente envolvido. Antes da pandemia do HIV, 80 a 85% dos novos casos
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notificados de TB referiam a doenca pulmonar isolada, 4 a 5% dos casos ao
comprometimento pulmonar associado com a doenga extrapulmonar e apenas 15% dos
casos a doenca extrapulmonar isolada. Embora nos pacientes infectados pelo HIV o
acometimento dos sitios extrapulmonares seja mais freqiiente, a forma pulmonar continua
sendo responsavel por 60 a 70% dos casos notificados de co-infec¢do TB/HIV nos Estados
Unidos da América (Mello, 2001). De acordo com uma pesquisa de Crump & Reller (2003)
a TB disseminada apresenta algumas condi¢des predisponentes como: a infec¢do pelo HIV,
terapia imunossupressora, alcoolismo, diabetes mellitus e doencas hematoldgicas. Menon
et al. (2007) revisaram 128 casos de tuberculose na regido de cabeca e pescoco em um
periodo de 10 anos em populacdo do Reino Unido, destes, 5 casos acometeram glandulas
salivares (1 caso em glandula parétida e 4 casos em glandula submandibular).

A pandemia da AIDS tem propiciado o desenvolvimento de TB causada por outras
espécies ditas ndo-tuberculosas. Antes da pandemia, micobactérias ndo tuberculosas
raramente causavam doen¢a, mesmo em individuos imunocomprometidos. A profunda e
prolongada supressdo do sistema imune celular, observada na AIDS, favorece que
microrganismos relativamente avirulentos possam causar a doenga. Portanto, desde que a
AIDS surgiu, novas doencgas causadas por micobactérias com manifestacdes clinicas
diferentes tém sido descritas. Desde entdo, novas espécies t€m sido descobertas e os
esforcos t€m se concentrado nas dreas de diagndstico, tratamento e prevencdo destas
infec¢des (Gittiniger et al. 2008, French et al.1997). Lawn et al. (2007) descreveram o
primeiro caso de paciente HIV+ com infeccdo bi-lateral de glandula parétida por
Mycobacterium scrofulaceun. Ohtomo et al.(2000) avaliando 43 casos de autdpsias em
pacientes HIV+, observaram que 17 casos foram acometidos pelo Mycobacterium avium
(MAC) usando a técnica de PCR. Rangel er al. (2005) estudando 10 casos de
micobacteriose parotidea, identificaram através da PCR 8 casos de Mycobacterium
tuberculosis, e 2 casos foram acometidos por MAC, sendo que 1 caso apresentou co-
infec¢do por MTB e MAC.

O padrao histolégico da tuberculose reflete a imunidade celular dos pacientes.
Pacientes com imunidade celular intacta possuem resposta ganulomatosa tipica com poucos

bacilos (Lewin-Smith et al. 1998). Caso ocorra uma diminui¢do do nimero de linfécitos
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TCD4 ocorre uma diminui¢do da imunidade celular, diminuindo a formagdo de células
gigantes tipo Langhans e células epitelidides. No estdgio hiporeativo a necrose caseosa
central possui inimeros bacilos, tanto na drea de necrose quanto nos macréfagos, sendo
detectados pela coloracao de Ziehl-Neelsen (ZN). Nos estdgios finais da AIDS, ha uma
resposta piohistiocitdria com numerosos bacilos (Lewin-Smith ez al. 1998).

A infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis nas glandulas salivares € rara mesmo
nos paises onde a doengca € comum (Janmeja et al. 2003). Os pacientes nao apresentam
sintomas especificos de tuberculose, principalmente na auséncia de histéria de tuberculose
pulmonar, apresentando-se com tumefacdo. Sendo assim, € praticamente impossivel
diferenciar tuberculose de sialadenite cronica inespecifica ou de tumores neoplasicos da
pardtida (Comeche Cerverén et al. 1995). A glandula parétida é o local mais comum de
envolvimento extranodal em glandulas salivares pelo Mycobacterium tuberculosis (Mullis
et al. 2000), iniciando principalmente nos linfonodos intraparotideos, usualmente sem
evidéncia de comprometimento pulmonar (Cleary & Batsakis,. 1995, Comeche Cerveron et
al. 1995). No entanto, outros autores acreditam que a glandula submandibular seja a mais
acometida (Taher 1988, Esteban Sanchez et al. 1993). Recentemente, Léon er al. (2008),
estudando glandulas submandibulares (n=103) e sublinguais (n= 92) de pacientes que
foram a 6bito em fase avancada encontrou 11 casos de micobacteriose em glandula
submandibular e 7 casos em glandula sublingual.

Gittinger et al. (2008) relataram um caso de infeccdo pelo MAC em glandula
pardtida de paciente com histéria de poliartrite reumética que estava fazendo uso de
glicocorticéide. Vargas et al. (2003) reportaram a ocorréncia de 10 casos de micobacteriose
na glandula parétida de 100 pacientes autopsiados com AIDS em fase avangada, todos os
casos acometeram os linfonodos intraparotideos € em apenas 2 casos o parénquima
parotideo foi acometido. Sing et al. (1998) demonstraram a presenga de tuberculose
principalmente em linfonodos cervicais (89% dos 38 casos), enquanto os outros locais
acometidos foram a pele, laringe e paré6tida, perfazendo 11% dos 38 casos.

As coloracdes de rotina como ZN ou Wade-Fite, permitem detectar micobactérias
em 27% a 60% dos casos. O diagndstico molecular baseado no seqiienciamento do DNA

através de técnicas especiais, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem se
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mostrado util na identificacdo de espécies de micobactérias e mutacdes associadas a
resisténcia antimicrobiana (Cleary & Batsakis, 1995). Ohtomo et al. (2000) avaliando 43
casos de autdpsias em pacientes HIV+, observaram 17 (40%) casos acometidos pelo
Mycobacterium avium através de PCR.

Excisdo total ou parcial, de acordo com o tipo de glandula afetada, pode ser
indicado seguido de quimioterapia antituberculosa multipla por 1 ou dois anos . Os
linfonodos adjacentes também devem ser removidos (Stanley et al. 1983). A quimioterapia
inclui o uso de rifampicina, isoniazida, estreptomicina, pirazanamida, claritromicina,
etambutol, rifabutin e ciprofloxacina (Elvira et al. 1998). Uma combinagdo de
claritromicina e inibidores de protease aumentaram a sobrevida de pacientes HIV+ com
MAC disseminada (Horsburg er al.2001). Na tentativa de impedir a ocorréncia de
interacoes medicamentosas, regimes que ndo contenham rifampicina devem ser
empregados em pacientes HIV+ tratados com inibidores de proteases ou inibidores de

transcriptase reversa ndo nucleosideos (Jerant et al. 2000).

2.8. Histoplasmose

A histoplasmose é uma micose profunda causada pelo Histoplasma capsulatum. E
um fungo dimérfico encontrado particularmente no centro-oeste dos EUA, América Latina,
India e Austrilia (Valle er al. 2006, Almeida & Scully 1991). O Histoplasma capsulatum é
encontrado em ambiente quente e imido que contém excrementos de passaros € morcegos
(Hernéndes et al. 2004). A contaminagdo ocorre através da inalacdo dos esporos (Alcure et
al.2006). Alguns sintomas da doenca incluem febre, fraqueza, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, odinofagia e lesdes mucocutaneas (Ferreira et al.
2002).

Histoplasmose disseminada € uma complicacdo comum em pacientes com AIDS
(Lewin-Smith et al. 1998). De 30 a 60% dos pacientes com histoplasmose disseminada
apresentam lesdes orais (Herndndes et al. 2004). As lesdes orais de histoplasmose sao
usualmente ulceradas ou nodulares, localizadas em quase todas as dreas da cavidade oral,

sendo os locais mais comumente afetados a lingua seguida pelo palato duro, palato mole,
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bochecha, labios e gengiva (Fowler et al. 1989, Heinic et al.1992, Ferreira et al. 2002, Valle
et al. 2006, Wheat, 2006).

O diagnéstico histologico € confirmado pelas coloragdes de acido-periddico de
Schiff (PAS) ou Grocott-Gomori as quais podem identificar esporos de Histoplasma
capsulatum. Diferentes padroes histologicos podem ser identificados, tais como
granulomas, microabscessos, necrose ou reagdo magrofédgica difusa (de Almeida & Scully,
Vargas et al. 2003).

Anfotericina B € a droga de escolha para pacientes imunocomprometidos
(Hernéndes et al. 2004, Valle et al. 2006). O Cetaconazol ¢ a droga alternativa no
tratamento de histoplasmose (Herndndes et al. 2004, Minamoto & Armstrong 1988),
entretanto, fluconazol ou itraconazol também podem ser usados (Klei, 1989).

Foram descritos intimeros casos de histoplasmose oral em pacientes HIV+ (Fowler
et al. 1989, Heinic et al. 1992, Scully &Almeida 1997). De Faria et al. (2005) estudando 92
casos de lingua de pacientes HIV+ autopsiados, detectou histoplasmose em apenas 1 caso.
Hernandez et al.(2004) em estudo de 733 pacientes HIV+, encontraram 21 casos de
histoplasmose oral. Vargas et al.(2003) relataram 2 casos de histoplasmose acometendo a
glandula parétida de pacientes com AIDS, sendo que as lesdes afetavam o parénquima
glandular em um caso e os linfonodos intraparotideos em outro. Nao ha relatos de
histoplasmose nas glandulas submandibular e sublingual de pacientes HIV+ na literatura

inglesa.

2.9 Criptococose

Criptococose é uma infeccdo fungica causada pelo Cryptococcus neoformans, uma
levedura basidiomiceto que habita o solo, a qual € adquirida por inalagao (Monteil et al.
1997, Scully & Almeida, 1997). Duas variedades de Cryptococcus neoformans tém sido
descritas, neoformans, encontrada nas fezes, de pdssaros e em frutas e vegetais em
decomposicdo, e raramente, gatti, encontrada associada a arvore Eucaliptud camaldulensis
(Ellis & Pfeiffer, 1992, Rodrigues et al.1999). A doenca aparece de duas formas badsicas,
criptococose pulmonar e pela disseminacdo hematogénica, criptococose cerebral (Monteil

et al. 1997). O local mais comum de infeccdo € o pulmao, ja os locais menos comuns s3o a
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pele, prostata, olhos, ossos e articulacdes (Kantarcioglu et al. 2006). Em pessoas sadias, a
infeccdo criptococdcica é usualmente subclinica (Scully & Almeida, 1997), porém em
pessoas imunologicamente comprometidas como pacientes com AIDS, neoplasia,
imunossupressao ou em terapia com corticosterdide, pode ocorrer a doenga disseminada
(Monteil et al. 1997). Os sinais clinicos incluem febre, tosse e dispnéia, enquanto que
sintomas como confusdo mental e defeitos neuroldgicos estdo associados a um pior
prognéstico (Known-Chung et al. 2000).

A criptococose pode provocar meningoencefalite, o que constitui a principal causa
de morbimortalidade em 5 a 10% dos pacientes com AIDS (Vecchiarelli et al. 1998),
podendo ocorrer também em pacientes com leucemia, linfoma, ldpus eritematoso sist€mico,
doenga de Hodgkin, sarcoidoses e em transplantados (Levitz 1992).

Lesoes orais de criptococose na AIDS foram relatadas por Schmidt-Westhausen et
al. (1995) na gengiva, a qual apresentou como ulceracdo unica, sem disseminagdo da
doenca, porém mostrou sorologia para o antigeno criptococdcico, a qual se tornou negativa
ap6s 4 semanas de tratamento com Anfotericina B e flucitosina. Glick et al (1987)
relataram lesdo em palato, sendo indicio de criptococose disseminada em pacientes com
AIDS. De Faria et al. relataram um caso de criptococose em lingua de paciente autopsiado
com AIDS. Outras lesdes foram descritas na lingua, faringe, mucosa jugal, alvéolo dentério
e pilares tonsilares, as quais se apresentaram como ulceras ou nédulos (Lynch & Naftolin
1987, Dodson et al. 1989, Tzerbos et al. 1992, Kuruvilla et al. 1992).

Nas glandulas salivares Vargas et al. (2003) reportaram a ocorréncia de
criptococose na glandula parétida em 3 de 100 pacientes com AIDS autopsiados. Monteil et
al. (1997) relataram um caso de criptococose disseminada acometendo a glandula parétida
e glandulas salivares labiais em paciente com AIDS. Tanto nos casos relatados por Vargas
et al. (2003) quanto no caso relatado por Monteil et al.(1997) ndo havia presenca de reacio
inflamatdria. A reacdo tecidual ao Cryptococcus neoformans pode variar desde uma reacao
ausente ou pequena até uma reacao granulomatosa com varios graus de necrose (Monteil et
al 1997). Léon et al.(2008) em recente trabalho, encontraram 3 casos de criptococose em
glandula submandibular e 4 casos de criptococose em glandula sublingual de pacientes

autopsiados com AIDS em fase avancada.
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O diagnéstico € confirmado pela microscopia Optica, onde as coloragdes de PAS,
Mucicarmim e Grocott-Gomori mostram os fungos redondos, elipticos ou em forma de bote
ou taga com 4-10 um de diametro (Scully & Almeida 1997).

Anfoterecina B junto com a flucitocina e associada com drogas como cetoconazol,
fluconazol, e itraconazol representam o maior avanco na terapia sistémica antifungica (Saag

et al. 1999, Bicanic et al. 2008).

2.10. Sistema Imune Inato

O organismo tem dois tipos de resposta frente a invasdo de um patégeno: a resposta
imune inata e a adaptativa. Os mecanismos da imunidade inata sdo a primeira linha de
defesa contra infec¢do (Bingle et al. 2003), estd sempre presente e podem ser ativados
rapidamente, no entanto, nem sempre tem a capacidade de eliminar a infec¢do. A
imunidade inata consiste de mecanismos que existem no organismo antes deste ser
submetido a infec¢do (Janeway & Medzhitov, 2002), sdo capazes de realizar rdpidas
respostas frente ao agente agressor e reagem essencialmente do mesmo modo as infec¢oes
repetidas. A resposta imune inata tem uma especificidade unica para os produtos dos
micrébios que, sob vérios aspectos, diferem da especificidade do sistema imune adquirido,
sendo assim, tanto as respostas imunes inata e adquirida compdem um sistema integrado de
defesa do hospedeiro, no qual numerosas células e moléculas funcionam cooperativamente
(Abas et al. 2002).

Os principais componentes da imunidade inata sdo: barreiras fisicas e quimicas, tais
como os epitélios e as substancias antimicrobianas produzidas nas superficies epiteliais,
células fagociticas (neutréfilos e macréfagos), células natural killer, proteinas do sangue,
incluindo membros do sistema complemento e outros mediadores da inflamacgdo, e

citocinas que regulam e coordenam muitas atividades celulares na imunidade inata.

Barreiras Epiteliais

As superficies epiteliais integras formam barreiras fisicas contra micrébios externos,
assim, a pele, superficies mucosas do trato gastrointestinal e trato respiratério sao

protegidos por epitélio contiguo que impedem a entrada de microrganismos, onde a perda
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da integridade destes epitélios predispde a infec¢do. Os epitélios produzem peptideos, os
quais possuem uma propriedade antibidtica natural. Os peptideos mais estudados até o
momento sdo as defensinas, as quais sao abundantes nos granulos dos neutréfilos. O
epitélio do intestino secreta criptocidina, que através de mecanismos nao muito conhecidos,
sdo capazes de esterilizar localmente o limen das criptas intestinais. As barreiras epiteliais
possuem também linfécitos T intraepiteliais, alguns linfocitos B e ainda uma populagdo de
mastdcitos podem estar presentes em alguns epitélios, os quais secretam substancias que
estimulam a inflamacao.

As superficies mucosas da cavidade bucal e trato aéreo superior sdo importantes
pontos de entrada de microrganismos envolvidos em doengas locais e sistémicas (Geetha et
al.2005). Uma variedade de proteinas e peptideos antimicrobianos t€m sido identificados na
saliva e fluidos das vias aéreas superiores como beta-defensina na lingua (Weinbergl et
al.1998, Ganz et al. 2003), polipeptidios catidnicos (Cole et al.2002), lactoferrinas,
lisozima e peroxidase salivares (Tenovou, 1998, Edgerton & koshlikova, 2000). Estas
proteinas tém funcdo protetora na cavidade bucal e vias aéreas superiores. De acordo com
Bradshaw (2003), a identificacdo de novas proteinas e peptideos antimicrobianos ¢é
prioridade continua. Proteina secretora da pardtida (PSP) e PLUNC foram recentemente
descobertas na cavidade bucal e trato aéreo superior (Bingle & Bingle, 2000). Tanto o PSP
e PLUNC exibem semelhanga com LPS e proteinas de ligagdo como BPI e LBP (Bingle &
Craven, 2002).

Células envolvidas na imunidade inata

Como partes do sistema imune inato tém os fagécitos (neutréfilos e macréfagos), os
quais tém como principais fungdes ingerir e destruir micrébios invasores. Os neutréfilos e
macréfagos reconhecem os micrébios através de diversos receptores que funcionam para
estimular a migracdo das células para o sitio da infec¢do, promover fagocitose desse agente
agressor e estimular a producdo de substancia microbicida. Os diferentes receptores
apresentam fungdes distintas, porém se sobrepdem. Os receptores transmembrana de sete o-
hélices dos fagdcitos reconhecem os produtos microbianos e alguns mediadores que sdo

produzidos em reposta a inflamagdo. Esses receptores transmembrana estimulam
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principalmente a migragdo de leucdcitos para o sitio de infeccdo. Os macréfagos usam
alguns receptores para se ligar diretamente aos micrdébios e fagocitd-los, por exemplo, o
receptor de manose, que € uma lectina, se liga a residuos terminais da manose e frutose das
glicoproteinas e glicolipideos presentes nas paredes dos micrébios. Os macréfagos
expressam também receptores para as por¢des Fc dos anticorpos IgG que podem revestir os
micrébios e promover a fagocitose. Essa eficiéncia pode ser aumentada se esses micrébios
estiverem revestidos por macromoléculas chamadas de opsoninas, que podem ser
reconhecidas pelo sistema de receptores dos macréfagos.

Os lipopolissacarideos (LPS) sdao produtos de bactéria gram-negativa que contém
componentes lipidicos e metade polissacaridea, liga-se ao receptor dos macréfagos e
estimula a atividade microbicida dessas células e a secre¢do de citocinas. O sistema do
macréfago sensivel ao LPS consiste em trés componentes: uma proteina plasmatica
chamada proteina de ligacdo LPS (LPB), um receptor de superficie para LPS chamado
CD14 e uma subunidade receptora de transdugdo de sinais de mamiferos chamado receptor
4 de proteina semelhante ao “Toll”. O LPS circulante € inicialmente ligado ao LPB e depois
liberado para CD14 na superficie do macréfago onde LPB € liberado. A subsequente
ativacdo dos macrofagos € resultado de sinais desencadeados pela subunidade semelhante
ao Toll, que compartilham homologia estrutural e vias de transdugdo de sinais com o
receptor da IL tipo 1 (Abas et al. 2002). O reconhecimento precoce de produtos bacterianos
€ critico para a sobrevivéncia humana. Os lipopolissacarideos (LPS) que sao constituintes
das paredes de bactérias gram-negativos, acidos lipoteicdico de bactérias gram-positivas e
lipoarabinamanas de micobactérias apresentam um intenso efeito critico. Em sepse, muitos
tipos celulares, incluindo neutréfilos e macréfagos, respondem a estes constituintes
ativando potentes mediadores inflamatoérios (Hoffmann ef al. 1999, Bingle & Craven 2002).

Muitas moléculas associadas com a resposta inata interagem especificamente com a
superficie bacteriana. Em humanos, duas proteinas sdo criticas na mediacao de sinais de
bactérias gram-negativas: proteinas ligadoras (LBP) e proteina de aumento de
permeabilidade bactericida (BPI). Estas duas proteinas estdo estruturalmente relacionadas e
podem ser consideradas como tendo fun¢des antagonistas. LPB aumenta a resposta celular

para LPS, enquanto BPI diminui essa resposta (Bingle & Craven 2002, Bingle et al. 2003).
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BPI ¢ uma molécula de 55 Kd presentes nos granulos dos leucdcitos que apresenta
toxicidade seletiva contra bactérias gram-negativas. E constituida por 2 dominios distintos,
onde um se liga as endotoxinas bacterianas e o outro tem func¢io de opsonina (Hoffmann et
al. 1999, Wheeler et al.2003).

Uma adequada resposta imune mediada por células tem um papel chave na resposta
contra o agente da tuberculose (Branger et al. 2004). O reconhecimento inato dos produtos
das micobactérias é o primeiro passo em uma cascata de eventos que resulta em uma
efetiva defesa do hospedeiro contra a infeccao pelo M. tuberculosis. O sistema imune inato
funciona como uma barreira nas fases iniciais de infec¢do e também facilita uma posterior
resposta imune adaptativa mediada por células T (Branger et al. 2004, Texereau et al.

2005).

As células natural killer (NK) sdo uma subpopulacdo de linfocitos que lisam as
células infectadas por virus e secretam citocinas, principalmente IFN-y. O principal papel
fisiolégico dessas células é o de defesa contra infeccdo por virus e alguns outros
microrganismos intracelulares. O reconhecimento das células infectadas pelas células NK é
regulado por uma combinag¢do de receptores de ativacdo e de inibicdo. Os receptores
inibitérios reconhecem as moléculas de MHC de classe I (molécula de histocompatibilidade
principal classe I), razdo pelo qual as células NK ndo destroem as células normais do
hospedeiro, porém matam as células nas quais a expressdo de MHC classe I esta reduzida,
tal qual nas células infectadas por virus. Sendo assim, as células NK sao ativadas pelo
reconhecimento de trés tipos de células: células revestidas de anticorpos, células infectadas
por virus ou por algumas bactérias intracelulares e células com pouca expressdo de
moléculas de MHC. A ativacdo das células NK resulta no desencadeamento de fungdes

efetoras de lise das células alvo e produgdo de citocinas.

Outras células que estao envolvidas na imunidade inata sdao as células dendriticas
(DC). Essas células se originam de precursores linféides ou mieldides na medula dssea.
Apresentam importante papel durante a resposta imune inata, como reconhecimento de
antigeno e na producdo de citocinas, além de terem um papel de ligacao entre o sistema

imune inato e o adaptativo. As células dendriticas possuem dois tipos de receptores de
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membrana que podem ser classificados como tipicos da atividade dupla dessas células: os
receptores que captam antigenos e ativam a célula (e os TLR fazem parte de tais receptores)
e os produtos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que apresentam os
antigenos captados e processados para linfécitos T (Janeway & Medzhitov 2002, Chauvin
& Josen 2008). Existem pelo menos quatro subtipos de células dendriticas humanas
classificadas de acordo com o tipo de citocinas produzidas in vitro e de marcadores de
superficie expressos: 1) DC miel6ides (mDC) derivadas de mondcitos do sangue periférico
CD14+; 2) DC dermais ou intersticiais (DDC, IDC); 3) células de Langerhans (LC); 4) DC
plasmocitéides (pDC) . Existem algumas células dendriticas presentes no sangue circulante;
estas sdo de linhagem CD11c+, CD86+, HLA-DRbright e expressam CD83 apds ativagcao
em cultura “overnight”. Essas células, no entanto, ndo sao idénticas, pois possuem
fendtipos e capacidades efetoras diferentes (Janeway & Medzhitov 2002, Chauvin & Josen

2008).

Sistema complemento

O sistema complemento consiste de aproximadamente 20 proteinas plasmaticas que
servem para ligar o reconhecimento dos micrébios as funcgdes efetoras e ao
desenvolvimento da inflamacdo. O reconhecimento de micrébios pelo sistema
complemento na imunidade inata ocorre na via alternativa por meio do reconhecimento
direto de certas estruturas de superficie microbiana, que resultard em recrutamento
seqiiencial e reuniao de proteinas adicionais do complemento em complexos de proteases.
Os produtos de degradagao gerados pelas proteases ligam-se covalentemente aos micrébios,
podendo servir como opsoninas € promover a fagocitose dos micrébios em cuja superficie €
ativada pelo complemento. Outras proteinas circulantes da imunidade inata como, por
exemplo, a lectina ligadora de manose e proteina C reativa, revestem os micrébios para

facilitar o reconhecimento pelo sistema complemento e fagocitose.

Sistema imune inato durante a infeccido pelo HIV
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A infeccdo por HIV ocorre principalmente através das superficies mucosas. Ambas
as respostas imunes inata e adaptativa estdo envolvidas na defesa contra a infec¢do pelo
HIV. Embora a resposta imune inata seja fundamental nas fases iniciais da infec¢do pelo
HIV. Os sistemas imunes inato e adaptativo possuem elementos de protecdo para as
mucosas, porém podem atuar de forma distinta em diferentes locais. A transmissdo através
da cavidade oral parece ser rara, sugerindo que o sistema imune € favordvel a nio infec¢ao
neste local (Moutsopoulos et al. 2006). Entende-se que a transmissdao do HIV através das
mucosas intactas depende da sobrevivéncia do virus e/ou das células infectadas nas
secrecoes mucosas, bem como do transporte por meio das barreiras epiteliais até as células
alvo (Moutsopoulos et al. 2006). Trauma nas mucosas, inflamacdo e ulceracdao
interrompem a integridade das barreiras epiteliais proporcionando acesso direto do HIV
com a circulagdo. Epitélio escamoso, como no prepucio, vagina, mucosa bucal, criptas
tonsilares e canal anal, apresentam células que podem capturar o virus. A mobilidade das
células dendriticas pode alcangar estreitos espagos epiteliais e se estender ao limite exterior
do epitélio até a proteina gpl20 viral através de uma membrana de lectina tipo C
(Geijtenbeek et al. 2000, Geijtenbeek & Kooyk 2003). J4 em epitélio simples ou colunar,
tais como os do intestino delgado, endocervical e reto, os espagos intra-epiteliais sdo
fechados com as invaginacdes epiteliais, nestes locais células especializadas denominadas
de células-M transportam o antigeno em vesiculas até as barreiras epiteliais vulnerdveis as
células linféides subjacentes. As células do sistema imune presentes nos locais de infeccao
apresentam fun¢do de protecao. Por exemplo, células T gama-delta (yd) estdo envolvidas na
protecdo das mucosas pelo HIV (Wallace et al. 1996), enquanto que as células NK
funcionam como células efetoras no inicio da resposta inata e pode reagir a perda da MHC
classe I das células infectadas (Lehner, 2003). Células TCDS8 podem ser cruciais, gerando
defensinas 1, 2 e 3 que inibem a replicacdo do HIV (Lehner, 2003). J4 células residentes
como as células dendriticas, macréfagos e T gama-delta (yd) secretam intimeras
quimiocinas e citocinas que podem interferir na transmissdo e replicacio do HIV.
Evidéncias apdiam o papel de algumas quimiocinas (RANTES, MIP1- a e MIP1-) como
inibidores da entrada do HIV, devido a sua capacidade de se ligar especificamente ao co-

receptor CCR-5 do HIV, modulando a infec¢dao (Cocchi et al. 1995). Embora esses estudos
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oferecam importantes informacdes sobre a imunopatogénese da infec¢do pelo HIV nas
mucosas, as complexas interacOes entre fatores inibidores e estimuladores no
microambiente in vivo ainda precisam ser esclarecidas (Moutsopoulos et al.2006). O
sistema complemento também € ativado durante a infeccdo pelo HIV, servindo de
quimioatrativo, contribuindo para a geracdo da resposta imune. O sistema complemento é
ativado pela via alternativa e pela via cldssica levando a opsonizacio, embora essa via nem
sempre tenha €xito, devido aos mecanismos virais existentes para escapar da opsonizacao

(Stoiber et al. 2005).

O HIV pode ser detectado na saliva e no interior das glandulas salivares maiores,
porém sua concentracdo € muito baixa nestes tecidos. Atividades anti-HIV tem sido
detectada na saliva de glandulas parétidas (Fox er al. 1988, McNeely et al. 1995),
submandibular e sublingual (Fox et al. 1988, Archibald & Cole 1990, Malamud & Friedman
1993, Nagashunmugan et al. 1997, Kennedy et al. 1998). Uma série de substincias com
conhecida atividade antimicrobiana sdo propostas como inibidores endégenos do HIV na
saliva (Shugars & Wahl, 1998). Destes, a trombospondina (Combie et al. 1998) e as
mucinas de alto peso molecular (Malamud & Friedman, 1993, Bergey et al. 1993)
mostraram inibi¢do da infeccdo pela formacdo de amplos complexos insoliveis com o
virus, enquanto o SLPI (Secretory leucocity protease inhibitor) bloqueia mais de 90% da
infectividade do HIV em concentracdes endogenas (McNeely et al. 1995). O SLPI é uma
proteina mucosa de 12 kDa , originalmente caracterizada a partir de saliva parotidea, sendo
secretada por células epiteliais ndo ciliadas das superficies mucosas (Franken et al. 1989) e
por células acinares e ductais das glandulas salivares maiores (Wahl ef al. 1997, Rocha et
al. 2008) apresentando propriedades antiprotease, antimicrobiana e antifingica. Rocha et
al. (2008) analisaram a expressao de SLIP em lesdes infecciosas de glandulas
submandibulares de pacientes com AIDS. Os autores observaram aumento na expressao de
SLIP em 9 casos de infec¢dao pelo CMV, sugerindo papel de protecdo contra infec¢cdo pelo

HIV em pacientes com co-infec¢do pelo CMV.

Nao ha trabalhos mostrando a interacdo das proteinas PLUNC com infec¢des

associadas ao HIV até o presente momento na literatura cientifica.
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2.11. PLUNC
Descricido de PLUNC

O gene ‘Palate, lung and nasal epithelium clone (PLUNC)”, foi descrito
primeiramente por Weston et al. (1999) no epitélio embrioldgico do palato e fossas nasais
de ratos e no epitélio traqueobronquico do pulmao de camundongos adultos durante estudo
para identificar genes com possiveis papeis na regulacdo do desenvolvimento facial.
Weston et al. (1999) tentando identificar genes com possiveis papéis na regulacio do
desenvolvimento facial, acabaram descobrindo esse novo gene expresso pelo epitélio do
palato, pulmao e fossas nasais de camundongos com aproximadamente PLUNC possui
aproximadamente 1.1 “kilobases” (Kb) de comprimento e codifica uma proteina de
aproximadamente 300k, denominada pelos autores de PLUNC (palate, lung and nasal
epithelium clone).

Bingle & Bingle em 2000 caracterizaram o gene PLUNC humano que contém 1020
pb e estd localizado no cromossomo 2ql1, contém 9 éxons com aproximadamente 7.3 Kb.
O primeiro (menor) € o nono éxons ndo sdo traduzidos. Uma suposta TATAbox esta
localizada a 40 pares de base (pb) do fim do primeiro éxon. Os éxons variam de tamanho
entre 40 a 174 bp, enquanto que os introns variam entre 1642 e 159 bp. Um longo intron
separa o primeiro e o segundo éxon. Segundo os autores, o gene PLUNC humano apresenta
72% de similaridade com o gene PLUNC dos roedores.

Virios estudos demonstraram homologia de PLUNC em células de epitélio normal
da cavidade nasal e vias aéreas superiores de ratos, vaca, porco, camundongo e humanos
(Bingle & Bingle 2000, LeClair et al. 2001, Sung et al.2002, LeClair, 2003, Larsen et al.
2005).

LeClair et al. (2004) caracterizaram a seqii€ncia genomica e expressdao de SPLUNC
5 em camundongo, no qual apresentou 60% de homologia com SPLUNC 1 de
camundongos, no entanto, SPLUNC 5 é expresso exclusivamente no epitélio intrapapilar da
superficie dorsal da lingua. Esse padrdo de expressao € consistente com a hipétese de que
estas proteinas protegem as superficies epiteliais colonizadas por microrganismos
potencialmente patogénicos. De acordo com Bingle & Craven (2003), ha aproximadamente

45-76% de homologia entre os genes de PLUNC humano e de camundongo.
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Membros da Familia PLUNC

A familia PLUNC ¢ constituida por dez proteinas que se dividem em dois grupos:
um grupo designado como proteinas curtas, contendo oito ou nove éxons, compreendendo a
SPLUNC1 (256 aminodcidos), SPLUNC2 (249 aminoacidos) e SPLUNC3 (253
aminodcidos); e outro grupo designado como proteinas longas, contendo quinze ou
dezesseis éxons, compreendendo LPLUNCI (484 aminodcidos), LPLUNC2 (458
aminoécidos), LPLUNC3 (463 aminodcidos) e LPLUNC4(> 469 aminodcidos) (Bingle e
Bingle, 2000; Bingle & Craven 2002; LeCleir 2003, Bingle et al. 2003). Recentemente
Bingle e Craven (2003) afirmaram que a familia de proteinas PLUNC é formada por quatro
pequenos genes e por 6 genes longos. LPLUNC 5 ndo esta totalmente identificado, sendo
sugerido que ele possa ser um pseudogene. Dois LPUNC foram recentemente descritos
como BPIL1 e BPIL3. O gene SPLUNC tem recebido a designacdo de “BASE (breast
cancer and salivary expressed)”. Esse gene parece ter organizacdo gendmica semelhante a
outros genes SPLUNCs, porém BASE parece ter uma modificagcdo entre a jungcdo do sexto
e sétimo éxons, resultando na perda da cisteina, sugerindo uma modificacdo genética

recente.

Funcio de PLUNC

A func¢do de PLUNC ainda € incerta, porém devido a superexpressdo de PLUNC em
epitélios expostos a injurias, pode ser sugerido que essas proteinas sdo secretadas como
produtos com papel defensivo ou protetor (Bingle & Craven, 2003).

Algumas hipéteses foram sugeridas para a funcdo de PLUNC no sistema imune
inato do epitélio oral e das vias aéreas superiores por Bingle & Craven (2002) e LeClair
(2003). Segundo estes autores as proteinas da familia PLUNC, assim como outras
moléculas de imunidade inata (BPI, LBP), possuem potenciais receptores de
lipopolissacarideos (LPS), sendo assim, as proteinas LPLUNC podem atuar de modo
similar a LBP, tendo uma func¢do pré-inflamatéria (Bingle & Craven 2004) apresentando
moléculas microbianas a via CD14/receptores toll-like (TLR) 2 ou TLR-4, envolvendo
outras vias de TLRs ou ainda sinalizando outras vias desconhecidas. Em contrapartida, a

SPLUNC agiria de forma similar a BPI, tendo uma fun¢do antiinflamatéria, diminuindo a
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carga microbiana através da morte celular direta ou do seqiiestro de moléculas
inflamatdrias.

As proteinas SPLUNCs apresentam homologia com o dominio N-terminal da
proteina BPI, enquanto que as proteinas LPLUNC apresentam homologia com os dominios

N-terminal e C-terminal do BPI (Bingle & Craven 2003).

Expressao de PLUNC

A expressao da proteina PLUNC foi avaliada por diferentes autores e em diferentes
sitios. Kim et al. (2006) demonstraram que PLUNC € secretado por células do epitélio
nasal e ndo sdo influenciados pela diferenciacio mucociliar ou por mediadores pré-
inflamatérios. Através de reagdes de imunoistoquimica e western blot, os autores
mostraram que a proteina PLUNC foi expressa na superficie de células ciliadas epiteliais e
nas células serosas da glandula submucosa da mucosa nasal humana e nas secrecdes nasal
de pessoas sauddveis.

LeClair et al. (2004) analisaram os genomas de humanos, ratos e camundongos
buscando relagdes entre a familia de proteinas PLUNC de humanos e outras espécies e
membros da familia BPI. SPLUNC 1 é expresso em células do epitélio normal da cavidade
nasal e trato aéreo superior de camundongos (Weston et al. 1999). SPLUNC é um gene
ortélogo, ou seja, gene semelhante em diferentes espécies. SPLUNC 1 é expresso em
humanos (Bingle & Bingle 2000), ratos (Sung et al.2002), vacas (Wheeler et al. 2002) e
porcos (Larsen et al. 2005), sendo também expresso em células do epitélio normal da
cavidade nasal e trato aéreo superior. SPLUNC 1 também tem sido detectado em lavados
nasal e bronquico (Sung et al. 2002, Ghafouri et al. 2003, Cole et al. 2002). A expressao
de SPLUNC 1 parece aumentado em casos de cirurgia invasiva (Sung et al. 2002) e
irritacdo no trato aéreo superior (Gafouri et al. 2002, Lindahe et al. 2001) e em doencgas
pulmonares (Di et al. 2003). SPLUNC 5 é expresso apenas no epitélio de lingua de
camundongos e ratos € ndo em humanos e LPLUNC 1 foi encontrada em células serosas
das glandulas de Von Ebner’s, palato, faringe anterior, traquéia e bronquios. Bingle &
Craven (2002) também observaram a expressao de SLUNC 2 e LPLUNC 2 em glandulas
submandibulares. Bingle et al. (2005) identificaram a expressdo de SPLUNC 1 em
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glandulas submucosas do trato aéreo superior, glandulas mucosas da orofaringe, mucosa de
seio maxilar e em diferentes canceres de pulmao, sugerindo que a expressao de SPLUNC 1
estd associada com tumores que apresentam fenotipo secretor.

Recentemente, Zhou et al. (2006) avaliaram a expressao do SPLUNCI em quatro
fetos humanos normais por imunohistoquimica e RT-PCR. Os autores avaliaram o trato
respiratdrio superior, glandulas salivares, trato digestivo, olhos e tecido adiposo. A glandula
parétida apresentou uma forte marcacdo para SPLUNCI enquanto que a glandula
submandibular apresentou uma marcag¢do fraca. O estudo mostrou que a expressdo de
SPLUNCI ocorre com maior intensidade em fetos humanos do que em adultos. Os autores
indicam que SPLUNCI ndo estd somente envolvida nos mecanismos de defesa do trato
respiratorio superior, olhos, e trato digestivo, mas provavelmente também esteja envolvido
no desenvolvimento do feto e do metabolismo lipidico.

A expressio de PLUNC também foi observada em tecido glandular do trato
respiratdrio por Bingle et al. (2005). Eles demonstraram também que SPLUNC 1 pode ser
encontrado em células mucosas, em ductos de glandulas submucosas, glandulas menores do
nariz, seios paranasais, regiao posterior da lingua e tonsila.

Chu et al. (2007) determinaram as fun¢des antiinflamatdrias e de defesa da proteina
SPLUNCI na infec¢do respiratéria por Mycoplasma pneumoniae (MP) e a regulacdo de
SPLUNCI pelo MP e na inflamacdo alérgica. Os resultados demonstraram que a proteina
SPLUNCI diminuiu os niveis de infeccao pelo MP e inibiu a producdo epitelial de IL-8
induzida pelo MP; muitas células epiteliais respiratrias de humanos e ratos mostraram um
alto nivel de expressdo de SPLUNCI; foi observado também que a infeccdo pelo MP
aumenta a expressao de SPLUNCI e diminui a expressao de IL-13. Dessa forma, sugere-se
que SPLUNC 1 serve como uma nova proteina de defesa do hospedeiro contra o MP e que
uma reagdo alérgica pode reduzir acentuadamente a expressao de SPLUNC 1, o que pode
contribuir em parte para a natureza persistente de infecgdes bacterianas nas vias
respiratdrias alérgicas.

A proteina PLUNC foi identificada pela primeira vez na saliva humana por Vitorino
et al. (2004) utilizando a técnica protedmica. Das proteinas avaliadas pelos autores, 11

foram separadas e identificadas na saliva pela primeira vez utilizando as ferramentas
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protedmicas. Além disso, as proteinas PLUNC, cistatina A e cistatina B foram
pioneiramente identificadas na saliva.

He et al. (2005) investigaram a possivel associac@o entre o polimorfismo do gene
PLUNC com a suscetibilidade ao carcinoma nasofaringeo em 239 pacientes com carcinoma
e em 286 controles, e concluiram que a variacdo genética no PLUNC pode influenciar a
suscetibilidade ao carcinoma nasofaringeo na populacdo estudada. Vargas et al. (2008)
determinaram a expressao das proteinas PLUNC em tumores benignos e malignos de
glandula salivares (n= 64) usando a técnica de imunoistoquimica para SPLUNCI,
SPLUNC2 e LPLUNCI. Os autores identificaram a expressdo de PLUNC somente nos
carcinomas mucoepiderméides e cistoadenocarcinoma papilar, todos os outros tumores
avaliados incluindo carcinoma adendide cistico, carcinoma ex-adenoma pleomorfico,
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, adenoma pleomorfico, carcinoma de células
acinares e carcinoma mioepitelial foram negativos. “Plugs” de mucina, células mucosas e
células intermedidrias do carcinoma mucoepidermoéide foram positivas para LPLUNCI e
SPLUNC2, mas areas compostas de células claras e epidermdides foram negativas para
todos os subtipos de PLUNC estudados. O cistoadenocarcinoma papilar foi positivo para
todos os subtipos de PLUNC estudados. Segundo os autores a expressao intensa de duas
proteinas PLUNC em células mucosas e “plugs” de mucina no carcinoma
mucoepidermdide e no cistoadenocarcinoma papilar indicam que elas podem ser utilizadas
como ferramenta diagndstica complementar em casos com dificuldade diagnéstica.

Bingle er al. (2007) avaliaram as diferentes expressdes de SPLUNC 1 em casos de
fibrose cistica através de imunoistoquimica para SPLUNC 1 e outros marcadores para
células inflamatérias e cultura de células para SPUNC 1. Foi observado aumento
significantemente da expressdo de SPLUNC 1 nos casos de fibrose cistica, quando
comparada com dareas sem fibrose cistica. Através de RT- PCR os autores também
mostraram que mediadores pré-inflamatorios ndo induziram a expressao de SPLUNC 1.

Bartlett ef al. (2008) foram os primeiros autores a apresentar indicios da presenca de
PLUNC em células de linhagem hematopoiética. Através de western blot, os autores
demonstraram a presenca de PLUNC nos granulos especificos dos neutréfilos que sao

secretados apds a degranulagdo, indicando que a liberacdo de PLUNC pelos polimorfos
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nucleares atua na resposta do estimulo inflamatério. Estes resultados sugerem que a
secrecdo de PLUNC esta fortemente vinculada a degranulacdo e € provdvel que seja uma
caracteristica geral da ativacdo neutrofilica em resposta a uma variedade de estimulos. Os
autores também testaram a capacidade antibacteriana da PLUNC em bactérias como a E.
coli DHS-a, Pseudomonas aeruginosa e na bactéria Gram positiva Listeria monocytogenes.
ApOs a incubacdo destas bactérias com a proteina PLUNC, ndo houve qualquer efeito
aparente na sobrevivéncia bacteriana. Esses resultados levaram os autores a concluir que a
PLUNC por si s6 ndao € um agente antimicrobiano eficaz contra este grupo de
microorganismos.

Nao existem estudos sobre a expressdo de PLUNC em glandulas salivares maiores

de paciente com AIDS em fase avangada.
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3. PROPOSICAO

Objetivo geral

Analisar a expressdo das proteinas da familia PLUNC nas glandulas salivares

maiores de pacientes HIV negativos e pacientes autopsiados com AIDS em fase avancada.

Objetivos especificos

1.

Analisar o padrao imunoistoquimico das proteinas da familia PLUNC nas glandulas
pardtidas, submandibulares e sublinguais de pacientes HIV soronegativos (grupo

controle).

Analisar o padrdo de marcagdo dos anticorpos da familia PLUNC nas glandulas
parétidas, submandibulares e sublinguais com ou sem lesdes infecciosas de

pacientes autopsiados com AIDS avangada.

Comparar o padrdo de marcacdo dos anticorpos da familia PLUNC entre o grupo

controle e grupo de pacientes com AIDS avancgada.

Comparar o padrao de marcacido dos anticorpos da familia PLUNC nas dreas da

lesdo infecciosa e na periferia da lesdo.

. Analisar a expressao da proteina PLUNC e do RNA mensageiro no grupo controle

por meio de hibridizagdo in situ.
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4. MATERIAL E METODOS

O Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP) aprovou a realizagdao do presente
estudo (Protocolo n. 155/2006).

4.1. Casuistica

Foram usados neste trabalho os blocos de parafina correspondentes as glandulas
salivares pardtidas (n=35), submandibulares (n=37) e sublinguais (n=27) de pacientes
autopsiados com AIDS em fase avangada entre 1996 e 1999 no Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), e 10 pacientes HIV

negativos (grupo controle) que foram a ébito por outras doengas.

4.2. Autépsia nos casos de AIDS

A disseccdo das autOpsias, realizadas previamente por Vargas et al. (2003),
seguiram as normas do Servi¢o de Verificacdo de Obito da Capital (SVOC) da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).

4.3. Coleta dos dados clinicos e das autépsias

Os dados clinicos (idade, género, contagem de células TCD4 e TCDS8 e
complicagdes relacionadas com as glandulas salivares) foram obtidos dos prontudrios
hospitalares do HC-FMUSP e os achados da autdpsia da Folha Frontal Padrao do
Departamento de Patologia da FMUSP. Nao utilizamos as informacdes referentes aos
medicamentos antiretrovirais ingeridos pelos pacientes com AIDS, visto que estas

informacdes estavam incompletas ou ausentes na maioria dos prontudrios analisados.

4.4. Processamento e analise histolégica

Todas as glandulas foram fixadas em formol neutro tamponado a 10% por 24 horas
sendo posteriormente feitos 6 cortes transversais ao longo do maior eixo e incluidos em

parafina. Cortes histologicos de Sum de espessura foram corados com Hematoxilina &

Ivii



Eosina (H&E), Mucicarmim, Grocott, e Ziehl-Neelsen (ZN) para BAAR (bacilos
alcooldcido resistentes). A andlise histolégica de todos os casos usados nesta pesquisa foi
realizada previamente por Vargas et al. (2003) e Ledn et al. (2008).

Os pacientes autopsiados foram divididos em 05 grupos para a andlise da expressao
de PLUNC nas glandulas salivares maiores: grupo 01- controle (pacientes HIV negativos),
grupo 02- HIV+ sem alteragdes nas glandulas salivares maiores, grupo 03-
(micobacteriose), grupo 04 (citomegalovirose) e grupo 05 (sialadenite). Nos grupos 03 e
04 foram analisadas duas regides diferentes, sendo dreas ao redor do granuloma ou
parénquima glandular onde o bacilo da tuberculose ou foi evidenciado previamente, assim
como as dreas de infec¢do pelo CMV e drea na periferia da lesdo com uma distancia de um

aumento de 200x.

4.5. Reacoes de Imunoistoquimica

As reagdes para avaliar o padrao de expressdo da familia PLUNC nas glandulas
salivares maiores de pacientes autopsiados com AIDS em fase avancada foram efetuadas no
Departamento de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sheffield
(Reino Unido) sob supervisdo da Dra. Lynne Bingle. Os seguintes anticorpos foram
utilizados: SPLUNC 1 (dilui¢ao 1:300), SPLUNC 2A (dilui¢do 1:250), SPLUNC 2B
(dilui¢ao 1:500) e LPLUNC 1B (dilui¢do 1:600). Estes anticorpos ndo sdo comerciais e
foram gentilmente doados para essa pesquisa pela Dra. Lynne Bingle. Os anticorpos foram
gerados através da injecdo de peptideos sintéticos em coelhos. Para SPLUNC 2, a
seqiiéncia  de  peptideos  corresponde  aos  aminodcidos = 236-249-COOH
(VDNPQHKTQLQTLI) que representa a extremidade da regido C-terminal da proteina.
Para LPLUNC 1 a seqiiéncia de peptideo corresponde aos aminodcidos 139-154
(TIRMDTSASGPTRLYV) o qual esta localizado no primeiro dominio para BPI.

O seguinte protocolo foi utilizado: inicialmente foram obtidos cortes parafinados de
3um de espessura, montados em laminas silanizadas em todos os casos selecionados. Em
seguida foi realizada a primeira desparafinizacio em xilol por 5 minutos, segunda

desparafinizacdo em xilol por 5 minutos. A préxima etapa consistiu em duas hidratacdes
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dos cortes em etanol absoluto e dlcool 70% por 5 minutos cada, seguida por lavagens em
agua corrente e destilada. Foi entdo, realizado o bloqueio da peroxidase enddgena, em dgua
oxigenada (3% em metanol) por 20 minutos, e lavado rapidamente em PBS (Tampao
fosfato salino).

A recuperacdo antigénica, quando necessdria, foi realizada pela fervura em
microondas, com solu¢do de citrato de sédio (tribdsico) 0,01M por 8 minutos, deixando
esfriar até atingir a temperatura ambiente seguida por lavagem em PBS. Posteriormente, foi
realizado um bloqueio de proteinas com 100% de soro fetal de cabra (Sigma Aldrich), em
camera Umida por 30 minutos em temperatura ambiente. Entdo, foi efetuada a incubacgdo
por 18 horas a 4°C com o anticorpo primdrio diluido em soro fetal de cabra, o qual foi
diluido de acordo com as especificagdes citadas acima. Um controle negativo utilizando
anticorpo IgG (Dako Cytomation) foi utilizado em cada caso. As laminas foram lavadas 2
vezes em PBS sob agitacdo por 5 minutos cada e entdo incubadas com anticorpos
secundérios conjugados com peroxidase (Vectastain Elite ABC kit, Rabbit/Vector
Laboratories) por 30 minutos em temperatura ambiente, seguido de 2 lavagens em PBS sob
agitacdo por 5 minutos cada. Apds isso, as laminas foram incubadas com complexo
Avidina — Biotina (Vectastain Elite ABC kit, Rabbit/Vector Laboratories) por mais 30
minutos em temperatura ambiente. Foi feita entdo uma nova lavagem com PBS com duas
trocas de 5 minutos sob agitacdo. Na proxima etapa as laminas foram reveladas com o
substrato cromoégeno para peroxidase (Vector NovaRed, Substrate kit for peroxidase) por 2
a 5 minutos ou até o aparecimento de cor em temperatura ambiente e lavadas em 4gua
destilada por 5 minutos. As ladminas foram entdo contra-coradas com Hematoxilina e
lavadas em 4gua corrente e dgua destilada. Os cortes foram desidratados em banhos de
alcool 70%, 90% e absoluto seguido pela diafaniza¢do em xilol € montagem das laminas

com resina de baixa viscosidade.

Avaliacio da marcacio imunoistoquimica

As reagdes foram avaliadas como positivas ou negativas. A imunoreatividade para
os anticorpos SPLUNC 1, SLPUNC 2A, SPLUNC 2B, LPLUNCI nas glandulas salivares

maiores foram quantificadas através de andlise da area corada e da intensidade de marcacao
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citoplasmadtica (fraca, moderada ou intensa) usando o programa Image Pro-Plus versdo 4.5.
Foram selecionados 10 campos de cada caso. N6s analisamos a intensidade da drea corada
mediante a prévia padronizacdo com o software e analisamos também a relacdo da area
total e drea corada, sendo assim, o valor da drea total foi dividida pela drea corada. A figura
01 mostra um caso de infeccdo pelo MTB para ilustrar a dreas em volta da lesdo. O circulo
mostra drea de necrOse, foi considerada drea em volta da lesdo todos os 4cinos presente no
campo da imagem. A figura 02 mostra a drea de lesdo de caso de infec¢do pelo CMV. As
setas mostram a infec¢do pelo virus. N6s consideramos drea em volta da lesdo os 4cinos

que estdo permeando a infec¢ao.

o % 7‘,!" k. : 3 ‘ e % 5! x .,—. L "’ "ru“
Figura 01. Micobacteriose em glandula submandibular, mostrando area de

necrose (circulo), os 4cinos que circundam a drea de necrose foram

classificados como area de lesdo. (Hematoxilina & Eosina 200x)
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Figura 02. Citomegalovirose em glandula submandibular, mostrando area
de infeccdo (setas), os dcinos que circundam a area de infe¢cdo pelo CMV

foram classificados como area de lesdo. (Hematoxilina & Eosina 200x)

4.6. Construcao da Sonda de RNA para hibridizacao in situ

A sonda para SPLUNC 2 foi construida no Departamento de Patologia da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sheffield, Reino Unido, durante o estigio de 2 meses

desenvolvidos pela Dra Andréia Ap. Silva nesse Departamento no ano de 2008.

4.6.1. Amplificacao do cDNA por PCR

O produto de reacdo de Trancriptase reversa (RT) proveniente de RNA extraido de
glandula submandibular usado como “template” para amplificacdo por meio de Reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Foi utilizado um conjunto de “primers” para a deteccdo de
SPLUNC 2. A seqiiéncia do “primer sense” foi: AACTGATCCCCAGACACACC,
enquanto que a seqiiéncia do “primer antisense” foi GACAATGGGCCTTTATTGC. Foram
realizadas reacdes de PCR de 25ul, contendo 5Sul de 10X PCR “buffer”, 2ul de 25mM
cloreto de magnésio (MgCl,), 1ul de 10mM de dntp mix (dTAP, dCTP, dGTP, dTTP), 1ul
de cada “primer”, 1ul “template” DNA de SPLUNC 2 e 0,2ul de Tag DNA polimerase
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(Promega Corporation, USA). Agua RNA “free” foi utilizada para completar o volume total
de 25ul. As condicdes de PCR para a amplificacdo de SPLUNC 2 foram: 29 ciclos de 95°C
por 1 minuto, 60°C por 2 minutos, 72°C por 3 minutos e extensao final a 72 °C por 30
minutos. Uma aliquota de 25 ul de produto de PCR foi separada eletroforeticamente em gel
de agarose 1,5% e corada por brometo de etideo em “TAE buffer” junto com marcadores de

DNA.

4.6.2. Extracao de DNA em gel de agarose

Para a extracdo de DNA foi utilizado kit QIAquick (Qiagen) e seguiram as normas
do fabricante. As bandas do gel foram cortadas e adicionadas em um tubo de pléstico. Cada
amostra foi pesada e adicionada 3x o volume das amostras do “buffer” QG. A amostra foi
incubada a 50°C por 10 minutos ou até que o pedaco de gel tivesse sido completamente
dissolvido. Apds totalmente dissolvido, foi adicionado 1x do volume do gel de isopropanol
(Sigma - Aldrich) e misturado. 700 pul foi aplicado na coluna Qiaquick e entdo centrifugada
por 1 minuto a 13000 rpm a temperatura ambiente. O fluxo foi descartado e repetido esse
passo até que todo o conteudo tenha sido centrifugado. Para a lavagem da membrana de
silica da coluna, foi adicionado 750 pl do “buffer PE” e centrifugado por 1 minuto a 13000
rpm em temperatura ambiente, o fluxo de baixo foi descartado. A coluna foi transferida
para um “‘eppendorf” limpo e entdo o DNA foi eluido adicionando 50ul de dgua e

centrifugado por mais um minuto a 13000 rpm.

4.6.3. Clonagem

O produto de extragdo foi ligado com pCR ™I vector (Invitrogem, USA) seguindo
as instrucdes do fabricante (Invitrogem, USA). Em um tubo de plastico foram adicionados
2ul do produto de extracdo de gel de agarose, 1ul de NaCl, 2 ul de dgua “RNA free” e 1ul

TMII

vetor pCR vector. A reacdo foi levemente misturada e incubada em temperatura

ambiente por 5 minutos.

4.6.4. Transformacao

A reacdo de clonagem foi transformada usando células quimicamente competentes

do kit One Shot TOP 10 (Invitrogem, com as instrucdes do fabricante. No mesmo tudo de
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plastico da transformacdo foram adicionadas 18ul de células competentes TOP 10
(Invitrogem, USA) e colocada em gelo por 30 minutos. Apds os 30 minutos, foi realizado
choque térmico a 42°C por 30 segundos e novamente o tubo foi colocado no gelo. 100ul de
meio de cultura SOC foi adicionado e as células foram crescidas por 1 hora sob agitacao
por 1 hora (150 rpm). Placas de petri com LB Agar (Luria Bertani agar, Sigma-Aldrich)
autoclavadas foram preparados com 100 pg/ml de ampicilina e 40ug/ml de X-gal. Essas
placas foram pré-aquecidas a 37°C e entdo 100ul das células transformadas foram

espalhadas em placas e colocada em incubadora a 37°C overnight.

4.6.5. Isolamento do DNA Plasmidial (mini-prep)

Apenas uma colonia foi separada e colocada novamente para crescer em 2 ml de LB
broth (Luria Bertani broth, Sigma Aldrich) juntamente com 2 ul (100 pg/ml) de ampicilina
a 37°C , “overnight”. 1,5 ml da suspensdo celular foram usadas para isolamento do DNA
plamidial, o restante foi guardado a 4°C. Para esse procedimento foi utilizado Kit QIAprep
Spin miniprep (QIAgem) e seguidas as recomendacdes do fabricante. A suspensio celular
foi centrifugada por 3 minutos a 13000 rpm a temperatura ambiente e o sobrenadante
desprezado. 250 ul do “buffer PO1” foi adicionado para ressuspender o “pellet”. Entdo
250ul do “buffer PO2” foi adicionado e gentilmente misturado com as maos. 350 ul do
“buffer NO3” foi adicionado e novamente gentilmente invertendo o tubo de 4 a 6 vezes. A
suspensdo foi entdo centrifugada por 10 minutos a 13000 rpm a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi entdo transferido para uma coluna prépria do kit e centrifugado por 1
minuto a 13000 rpm em temperatura ambiente. O fluxo foi descartado. 500 ul de “buffer
PB” foi adicionado e centrifugado por 1 minuto a 13000 rpm a temperatura ambiente, o
fluxo despejado no tubo foi novamente descartado. Foram entdo adicionados 750 ul do
“buffer PE” e centrifugada por 1 minuto a temperatura ambiente. O fluxo foi descartado e
novamente centrifugado por mais 1 minuto. A coluna do kit foi colocada em um tubo
limpo. O DNA plasmidial foi entdo ressuspendido em 50ul de dgua e centrifugado por 1
minuto a 13000 rpm a temperatura ambiente. Para checar a inser¢do do DNA plasmidial
isolado, foi realizada digestdo com enzima de restricio ECO-R1 (Promega Corporation)

para isso foi utilizado 8ul do DNA plasmidial junto com 1ul da enzima e 1ul de buffer para
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enzima de restricio ECO-R1, incubada a 37°C “overnight”. Gel de agarose a 1,5% foi
realizado para checar a acdo da enzima. A amostra foi entdo enviada para seqiienciamento
do DNA através do método automatico com maquina da Applied Biosystems (ABI 3730).

O seqiienciamento foi entdo checado no GeneBank com o programa BLAST.

4.6.6. Preparacao de DNA Maxi plasmideos

Maxi plasmideos foram realizados utilizando kit Plasmid Max Kit (Qiagem) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. S0ul da suspensdo celular foram novamente
crescidas em 100 ml de “LB broth” (Sigma Aldrich) e 100ul de ampicilina a 37°C
“overnight” sob agitacdo. As células foram centrifugadas a 6200 rpm por 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido em 10 ml do “buffer PO1”. 10 ml
do “buffer P02” foi adicionado, misturado gentilmente com as maos, invertendo o tubo de 4
a 6 vezes e entdo incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. 10 ml do “buffer P03
(pré-resfriado) foi adicionado e novamente gentilmente agitado com as maos invertendo o
tubo por 4 a 6 vezes e entdao incubado em gelo por 20 minutos. A suspensao foi transferido
para tubo de 50 ml e centrifugada por 30 minutos a 12000 rpm a 4°C. o sobrenadante foi
aplicado em QIAGEN-tip 500 (pré-lavadas com10 ml de “buffer QBT”) passando através
da gravidade pelo “tip”. O “tip” foi lavado 2 vezes com 30 ml de “buffer QC”. O DNA foi
entdo eluido com 15 ml de “buffer QF” e precipitado com 10,5 ml de isopropanol (Sigma-
Aldrich) e centrifugado por 30 minutos a 12000 rpm a 4°C. o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado e o pellet lavado com 5 ml de dlcool 70% e seco em

temperatura ambiente. Finalmente o DNA foi ressupendido em 200ul de 4gua RNA-“free.”

4.6.7. Linearizacao do DNA Plasmidial

De acordo com o vetor usado na clonagem, enzimas de restricdo foram utilizadas
para linearizar os plasmideos nesse estudo. Dez microgramas de DNA plasmidial foram
digeridos com duas diferentes enzimas de restri¢ao selecionadas e mostradas na tabela 01.
As reacOes de digestdo foram realizadas a 37°C “overnight” para uma perfeita linearizagao.

Gel de DNA foi realizado para confirmar a linearizacgao.
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Tabela 01. Enzimas de restri¢ao utilizadas durante a linearizacdo do plasmideo

Nome Vetor Orientacao Enzimas de restricao
523 Sense Antisense
SPLUNC 2 pCRII SP6 = T7 Hind IIII Xho I

4.6.8. Sintese de sondas digoxigenina para SPLUNC
A sintese das sondas foi realizada usando “DIG RNA Labelling Kit” (Roche

Science), de acordo com as instru¢des do fabricante. Tomou-se o cuidado de manter o
ambiente limpo, sendo a bancada limpa com dlcool 70% e uso de tubos RNA free. Os
reagentes foram entdo adicionados em microtubo RNA “free”: 2ul de buffer de transcrigao,
1ug de DNA plasmidial linearizado (para sense e antisense), 2ul de NTP labelling mix (10
mM ATP, 10 mM GTP, 10 mM UTP, 10 mM CTP), 2ul de RNA polimerase (RNA
polimerase T7 utilizada para Hind III e RNA polimerase SP6 para Xhol), 9ul de 4gua RNA
free. Apds rdpida centrifugacdo, o microtubo foi incubado a 37°C por 2 horas para a
transcricao. Entdo 2ul de inibidor de RNAse foi adicionado e incubado por mais 15
minutos a 37°C por 15 minutos. Para parar a reacio foi adicionado 2ul de 0.2 M de EDTA
(pHS8). Apds o término da reagdo de transcricdo, foi realizado gel de 1,5 % de agarose para

RNA para checar a transcri¢ao.

4.6.9. Técnica de Hibridizacao in situ

Desparafinizacio e hidratacdo dos cortes:

Os cortes foram desparafinizados com xilol 3 vezes de 15 minutos cada e hidratados
com dalcool 99%, 95% e 75% (2 minutos em cada concentracdo). Entdo os cortes hidratados
foram lavados 2 vezes em dgua corrente, 2 vezes em dgua destilada autoclavada (2 minutos

cada) e entdo lavada 2 vezes em PBS (5 minutos e 10 minutos respectivamente).

Digestao proteolitica e fixacdo pds-digestio:
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Para permeabilizar os cortes usados para hibridizacdo, foi realizada digestdo de
proteinas com 250pug/ml de Proteinase K (Sigma-Aldrich) em PBS a 37°C por 35 minutos.
Ap6s a digestdo, os cortes foram lavados 2 vezes em PBS por 5 minutos cada sob agitacao
e entdo fixados com paraformaldeido a 4% em PBS por 5 minutos. Os cortes fixados foram
entdo lavados 2 vezes em PBS por 5 minutos cada sob agitacdo e depois desidratados em
alcool 75%, 95% e 99%. Os cortes foram secados em temperatura ambiente para posterior

hibridizagao.

Hibridizagao:

Para reduzir o “background”, os cortes foram pré-hibridizados com solucdo de
hibridizacdo (Sigma-Aldrich). Entdao 50ul de solug¢ao de hibridizacdo sem a sonda foram
aplicadas em cada corte, coberto com laminula e aplicada na maquina de hibridizacdo a
60°C por 30 minutos. Entdo 50ul de sonda “sense” usada como controle negativo, ou
“antisene” (diluida na solu¢d@o de hibridiza¢do) e coberta com laminula. A hibridizacao foi
realizada de acordo com as condi¢des a seguir: os cortes foram aquecidos até 90°C por 2

minutos e entdo reduzida para anelamento a temperatura de 60°C por 18 horas.

Lavagem pos hibridizacdo e desenvolvimento de cor:

As laminas foram incubadas em 2xSSC (“Sodiun Chloride Citrate) a temperatura
ambiente até que as laminulas se soltassem. Apds as laminas incubadas novamente em
2xSSC a temperatura ambiente por outros 30 minutos, as laminas foram incubadas 2 vezes
em formamida 25% em 2xSSC a 45°C por 30 minutos e uma vez em 2xSSC a 45°C por 30
minutos. O kit DIG nucleic acid detection kit (Roche Science) foi usado para detectar o
sinal do RNA mensageiro. As laminas foram lavadas em PBT (Tween 20 a 1% em PBS) e
entdo incubada 2 vezes em PBT por 10 minutos cada em temperatura ambiente. As 1aminas
foram colocadas em camera imida e incubadas com solucao de bloqueio (soro de carneiro a
2%, 2 mg/ml de BSA em PBT) por 30 minutos. A solu¢do de bloqueio foi substituida com
solucdo de bloqueio contendo anticorpo anti-DIG conjugado com fosfatase alcalina na
diluicdo de 1:2500 e entdo incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Entdo as

laminas foram lavadas foram lavadas por 5 vezes com PBT (10 minutos cada, sob agitacdo)

Txvi

40



e entdo equilibrado com buffer de detec¢dao (0.1 M Tris, pH 9,5; 50 mM MgCl,, 0.1 M
NaCl, 0.1% de Tween 20) por 2 vezes (10 minutos cada). Entdo 200ul NBT/BCIP
(Nitroblue tetrazolim — 5-bromo-4 chloro- 3 indolylphospate) foi diluindo em 10 ml de
buffer de deteccao. 200ul dessa solucdo foi aplicado em cada lamina, colocado em camera
umida e escura por 16 horas para o desenvolvimento de cor. As laminas foram entdo
lavadas duas vezes em dgua destilada por 10 minutos cada e contracoradas com Nucleo

“fast red” e montadas em meio aquoso.

4.7. Analise estatistica

Avaliagao estatistica dos dados utilizou métodos paramétricos e ndo-paramétricos
como Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, teste T e o teste Anova para a comparacdo entre os
grupos. Foi utilizado o software SPSS versdo 13.0. O teste serd considerado

estatisticamente significante quando o p for < ou igual a 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Grupo Controle (HIV negativo)

As tabelas 02 (paré6tida), 03 (submandibular) e 04 (sublingual) apresentam os dados
dos pacientes HIV soronegativos autopsiados com relacdo ao sexo, idade, causa morte e
principais achados na folha frontal padrao.

Dos 14 casos selecionados para o grupo controle, 10 (71,42%) corresponderam ao
género masculino, e 4 (28,57%) ao género feminino. A idade variou de 45 a 70 anos, com
idade média de 60,92 anos + 9,48 anos, sendo que em duas autépsias a idade ndo era
conhecida. A idade minima foi de 45 anos e a idade maxima 77 anos. Em 03 casos as trés
glandulas salivares maiores pertenceram aos mesmos pacientes (casos 01, 02 e 10). Todos
pacientes ndo apresentaram aumento de volume ou suspeita médica de doenca prévia nas
glandulas salivares maiores. Microscopicamente, em apenas dois casos (casos 02 e 05) foi
observado discreto infiltrado inflamatério cronico. Nao ocorreram neoplasias, cistos ou

infecgdes em nenhum dos 14 casos.

5.2. Grupo de pacientes autopsiados com AIDS.

As tabelas 05 (parétida), 06 (submandibular) e 07 (sublingual) mostram os dados
dos 63 pacientes com AIDS em relacdo ao sexo, idade, causa morte e principais achados da
Folha Frontal Padrao. Das 63 autdpsias selecionadas para esse estudo, 43 (68,25%)
ocorreram em pacientes do género masculino e 20 (31,75%) no género feminino. A média
de idade dos pacientes autopsiados foi de 37,75 anos + 11,11 anos. A idade minima foi de
15 anos e a idade maxima 69 anos.

A tabela 08 mostra a imunofenotipagem de linfécitos no sangue periférico de 44
pacientes HIV positivos pelo método de Citometria de Fluxo do Laboratério Central do
Hospital das Clinicas de Sdo Paulo. Os exames de imunofenotipagem foram feitos com no
minimo de 1 a 371 dias. Em 19 casos o exame de imunofenotipagem ndo foi realizado. A
média de linfécitos TCD4 nos 44 pacientes em que o exame foi realizado foi de 63,16

cels/uL (+ 101 células/uL). A média de linfécitos CD4 dos caos das glandulas parétida,
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submandibular e sublingual foram 66,57 cels/uL, 39,43 cels/uL e 66,67 cels/uL

respectivamente.

5.3 Aspectos microscopicos das glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais.

As tabelas 09, 10 e 11 mostram as alteracdes encontradas nas glandulas pardétidas,
submandibulares e sublinguais de pacientes autopsiados com AIDS, apds a avaliacdo
histopatoldgica por meio das coloragdes histoquimica de rotina e especiais Ziehl-Neelsen,
Grocott e Mucicarmim dos casos selecionados por Vargas et al. (2003) e Léon et al.(2008).

Nas micobacteriose de glandula salivar, se observa drea de granuloma constituido
por drea de necrose caseosa circundado principalmente por linfécitos e macréfagos.
Entretanto, em pacientes imunocomprometidos, esse padrao de granuloma pode nado ser
evidenciado. Nestes pacientes, observa-se extensa drea de necrose com pouco infiltrado

inflamatério (Figura 03)
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Figura 03: Micobacteriose em glandula parétida (A), glandula submandibular (B) e glandula sublingual (C).
(Hematoxilina & Eosina — 200x).

Ja nas lesdes de citomegalovirus, nota-se aumento nuclear, mostrando halo oval ao
redor do nuicleo. Muitas vezes o aspecto denominado de olho de coruja é adotado. Nas
glandulas salivares, estas inclusdes podem ser observadas nos ductos salivares (Lewin-

Smith et al. 1998) (Figura 04)
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Figura 04: Infeccdo de CMV nos ductos salivares (setas) das glandulas parétida (A); submandibular (B);
sublingual (C) (Hematoxilina & Eosina - 200x)

Microscopicamente, as sialadenites sdo caracterizadas por dilatacio ductal, além de
turgidez dos acinos celulares com granulagdes secretoras. E observada também, reacdo
inflamatdria periductal aumentada, com fibrose e inflamag¢do por células inflamatdrias

cronicas. (Figura 05)
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Figura 05: Siladenite na glandula pardtida (A); glandula submandibular (B) e glandula sublingual (C).
(Hematoxilina & Eosina 200x)

Com relacdo a infeccc¢do pelo Criptococus neoforms, microscopicamente, se observa reagao
inflamatdria cronica e fungo com diferentes tamanhos que sao positivos para a coloracdo de

mucicarmim e grocott (Figura 06).

47



N A
R SN

- “' ”i’:

p 1
§
.‘ " <
.l
de ¢ . F oy

Figura 06: Criptococose em glandula submandibular- A glandula parétida corado por Hematoxilina & Eosina

(seta). B- coloragdo para mucicarmim mostrando diferentes formas e tamanhos dos fungos (setas)

5.4. Expressao imunoistoquimica das proteinas da familia PLUNC
As proteinas SPLUNC 1, SPLUNC 2A e SPLINC 2B apresentaram marcacao
citoplasmdtica em dcinos, enquanto que a proteina LPLUNC 1 apresentou marcagdo

citoplasmatica em ductos.

5.4.1. SPLUNC 1

Todos os casos da glandula parétida dos 05 grupos ndao foram imunorreativos para o
anticorpo SPLUNC 1, enquanto que nas glandulas submandibulares e sublinguais, o
anticorpo SPLUNC 1 foi positivo nos acinos mucosos. A figura 07 mostra o padrdo de

marcagdo para SPLUNC 01 nas glandulas salivares maiores.
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Figura 07. Padrio de marcagdo de SPLUNC 1. Observe que somente 0os 4cinos mucoso presentes nas
glandulas submandibular e sublingual foram positivos para SPLUNC 1 (coloragdo marrom). Note também
que “plugs” de mucina presentes no interior dos ductos da glandula sublingual foram positivos para SPLUNC
1. A: glandula parétida; B: glandula submandibular e C: glandula sublingual. (Estreptavidina — biotina —

peroxidase - 200x)

Grupo Controle:

Quando comparamos as glandulas submandibular (n=10) e sublingual (n=10) para o
anticorpo  SPLUNC 1, ndo observamos diferenca estatisticamente significante na
intensidade (p=0,655) de marcacdo e nem na relacio de area corada (p=0,480) (Figura 07 B
e O).

Grupo HIV positivo sem alteracio:
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Nesse grupo (n=10) foi observada positividade para SPLUNC 1 em 4cinos mucosos
das glandulas submandibular e sublingual. Quando comparados estatisticamente, ndo se

observou significancia na intensidade (p=0,112) e na area corada (p=0,638).

Grupo Micobacteriose:

Apenas 01 caso da glandula submandibular foi positivo para o anticorpo SPLUNC

1, o qual apresentava 4cinos mucosos na periferia da lesao.

Grupo Citomegalovirose:

SPLUNC 1 foi negativa em todos os casos de citomegalovirose nas glandulas

submandibulares (n=8) e sublinguais (n=1).

Grupo Sialadenite:

Dos 10 casos selecionados de cada uma das glandulas salivares maiores, apenas 05
casos da glandula submandibular apresentaram positividade para o anticorpo SPLUNC 1.
Foi observada marcacdo nos dcinos mucosos, com fraca intensidade. Na glandula

sublingual, todos os casos foram negativos.

5.4.2. SPLUNC 2A

A figura 08 mostra o padrao de expressao do anticorpo SPLUNC 2 A nas glandulas
salivares maiores. O anticorpo marcou células serosas das glandulas pardtida,
submandibular e sublingual, além da semilua serosa nas glandulas submandibular e

sublingual.
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Figura 08: Padrao de marcagdo de SPLUNC 2 A.. Observe que somente 0s 4cinos serosos presentes nas
foram positivos para SPLUNC 2A (coloragdo marrom). A: glandula parétida; B: glandula submandibular e C:

glandula sublingual. (Estreptavidina — biotina —peroxidase - 200x).

Grupo Controle:

Foi observada positividade nos acinos serosos € semilua serosa para o anticorpo
SPLUNC 2A nas trés glandulas estudadas, porém ndo se evidenciou diferenca
estatisticamente significante quando comparada areas coradas e intensidade de marcagdo. A
mesma marcacgdo foi evidenciada nos 10 casos estudados para a glandula submandibular e

nos 10 casos da glandula sublingual.

Grupo HIV positivo sem alteracio:
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O anticorpo SPLUNC 2A foi positivo nas glandulas parétida (n=10), submandibular
(n=10) e sublingual (n=10) neste grupo. No entanto, ndo foi observado significancia nos

resultados. A figura 09 mostra caso de expressio de SPLUNC 2A neste grupo glandula

parétida)
Figura 09. HIV positivo sem alteracdo - Glandula pardtida. Intensa
marcagdo em acinos serosos para SPLUNC 2A. (Estreptavidina — biotina
—peroxidase - 200x).

Micobacteriose:

Para este grupo foram estudados 08 casos na glandula parétida, 8 casos na glandula
submandibular e 5 casos na glandula sublingual. Foi observado resultado estatisticamente
significante quando comparado essas duas regides, com relag@o a intensidade (p=0,019) em
volta da lesdo, sendo assim mais préximo da lesdo observamos uma maior intensidade de
marcacao, embora na periferia, a drea corada (p=0,404) tenha sido maior, sua intensidade
de marcagdo foi menor que em volta da lesdo, sendo a proteina expressa de uma forma mais
difusa (Figura 10). Os graficos 01 e 02 mostram a intensidade de marcacdo em volta da
lesdo e na periferia da lesdo dos casos de micobacteriose envolvendo as trés glandulas.

Quando analisamos separadamente cada glandula, observamos que a parétida apresentou
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uma maior intensidade de marcag¢do quando comparada com as glandulas submandibulares
e sublinguais, porém essa maior intensidade na glandula par6tida ndo mostrou significancia
frente as demais glandulas. Com relacdo a drea corada, também observamos que a glandula
pardtida mostrou maior quantidade de drea corada quando comparada com a glandula
submandibular e sublingual, porém, da mesma forma como visto na intensidade nao
apresentou significancia estatistica. O grafico 03 mostra esta diferenca entre as glandulas
com relacdo a intensidade, enquanto que o grafico 04 mostra esta diferenca em relacio a

area corada.

Figura 10. Micobacteriose na glandula pardtida. A: drea em volta da lesdo e B: drea na periferia da lesdo

para o anticorpo SPLUNC 2 A. (Estreptavidina — biotina —peroxidase - 200x).
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Grafico 01. Grupo Micobacteriose. Comparacdo geral entre as glandulas

parétida (n=8), submandibular (n=8) e sublingual (n=5) com relacdo a
intensidade de marcag@o entre as regides em volta e na periferia da lesdo

para o anticorpo SPLUNC 2 A.
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Grafico 02. Grupo Micobacteriose. Comparagdo geral entre as glandulas

pardtida (n=8), submandibular (n=8) e sublingual (n=5) com relag¢do a 4rea
corada entre as regides em volta da lesdo e na periferia da lesdo para o

anticorpo SPLUNC 2A
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Grafico 03. Grupo Micobacteriose. Comparagdo entre as glandulas

salivares maiores com relacdo a intensidade nas regides em volta da lesdo

e na periferia da lesdo de micobacteriose glandular para o anticorpo
SPLUNC 2A.
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Grafico 04. Grupo Micobacteriose. Comparagdo entre as glandulas

salivares maiores com relacdo a drea corada nas regides em volta da lesdo e

na periferia da lesdo de micobacteriose glandular para o anticorpo SPLUNC
2A.
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Citomegalovirose:

Para esse grupo, foram selecionados 05 casos de CMV na glandula parétida, 08
casos para a glandula submandibular e apenas 01 caso para a glandula sublingual a partir de
estudo previamente realizado por Vargas ef al. 2003. Cinco casos da glandula parétida
foram positivos para o anticorpo SPLUNC 2A em volta da lesdo, enquanto que na periferia
desses casos o anticorpo SPLUNC 2A mostrou positividade em todos os casos
selecionados. Apenas 01 caso foi selecionado para a glandula sublingual, o qual foi positivo
apenas nas dreas de periferia da lesdo para o anticorpo SPLUNC2A.

Assim como no grupo de micobacteriose, foi observada diferenca estatisticamente
significante na intensidade na drea da lesdo quando comparada com a periferia da lesdo
(Figura 11). Comparamos os resultados apenas entre as glandulas parétidas e
submandibulares, ja que estudamos apenas 1 caso de CMV na glandula sublingual, o que
ndo permite comparacdo estatistica. Os graficos 05 e 06 mostram as marcacdes nas
diferentes regides para o anticorpo SPLUNC2A para a intensidade e area corada. Embora a
drea corada na periferia da lesdo seja maior que a drea corada em volta da lesdo,

observamos uma maior intensidade de marcacdo em volta da lesdo quando comparada com

a periferia.

Wise | XL
- ~ --I. : :‘. : I_ = &.‘_ f"f..‘.)._'&“{ ;' é'_.“_
ol s B S
SN me SR NaeaGaWl WaPPRTRd, . )

Figura 11. Citomegalovirose na glandula submandibular (97/905). A: drea em volta da lesdo (setas indicam o

local de infec¢do) e B: drea na periferia da lesdo para o anticorpo SPLUNC 2A. (Streptavidina — biotina —

peroxidase - 200x).
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Grifico 05. Grupo CMV. Comparagio entre as glandulas pardtidas (n= 5) e

submandibulares (n= 08) com relagdo as regides em volta da lesdo e na
periferia da lesdo para o anticorpo SPLUNC 2A.
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Grifico 06. Grupo CMV. Comparagio entre as glandulas pardtidas (n= 5) e

submandibulares (n= 8) com relac@o as regides em volta da lesdo e na periferia
da lesdo para o anticorpo SPLUNC 2A para a drea corada
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Sialadenite:

Dez casos de cada glandula foram selecionados para esse grupo. Todos os casos
selecionados foram positivos para o anticorpo SPLUNC 2A para a glandula pardtida,
submandibular e sublingual. Quando avaliado estatisticamente, ndo observamos niveis de
significancia para esse grupo. A figura 12 mostra discreta diminui¢cdo da expressdo de

SPLUNC 2 A nos casos de sialadenite.
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Figura 12. Sialadenite em gldndula submandibular. Observe discreta
diminuicdo da expressio de SPLUNC 2A. (Estreptavidina — biotina —
peroxidase - 200x)

5.4.3. SPLUNC 2B

SPLUNC 2B foi estudado em todos os grupos, assim como SPLUNC2A, mostrou
positividade para os acinos serosos € em semilua serosa, ja que € a mesma proteina com

dois anticorpos diferentes molecularmente. A figura 13 mostra o padrdo de expressdo do

anticorpo SPLUNC 2B.

Grupo Controle:

Todos os casos da glandula parétida (n=10), submandibular (n=10) e sublingual

(n=10) foram positivos para SPLUNC 2B. Nao foi evidenciada diferenga estatisticamente
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significante quando comparamos as trés glandulas. Observamos uma maior intensidade de
marcagdo na glandula parétida, porém ndo evidenciamos significancia (Gréfico 07). J4 com
relacdo a drea corada, é evidenciada uma maior drea na glandula sublingual, porém também

sem significancia estatistica (Grafico 08).

SPLUNC 2B. (coloragéo marrom). A: glandula parétida; B: glandula submandibular e C: glandula sublingual.

(Estreptavidina — biotina —peroxidase - 200x)
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Grafico 07. Grupo Controle. Comparacio entre as glandulas parétidas
(n= 10), submandibulares (n= 10) e sublinguais (n= 10) para o anticorpo
SPLUNC 2B. Apesar de maior intensidade de marcagdo na gliandula

pardtida, ndo evidenciamos diferenca estatistica entre as glandulas
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Grafico 08. Grupo Controle. Comparagdo entre as glandulas parétidas
(n= 10), submandibulares (n= 10) e sublinguais (n= 10) para o anticorpo

SPLUNC 2B com relagdo 4 4rea corada.
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rupo HIV positivo sem alteracio:

Dez casos de cada glandula foram selecionados, a glandula parétida e
submandibular mostraram positividade para todos os casos, ja para a glandula sublingual
encontramos positividade em apenas 05 casos. Quando comparado estatisticamente as trés
glandulas, ndo observamos significincia estatistica nas glandulas, nem na intensidade e
nem na drea corada. A figura 14 mostra a expressio de SPLUNC 2B em um caso da

glandula parétida do grupo 2.

~

Figura 14. HIV positivo sem alteracdo em glandula pardtida mostrando
intensa positividade para SPLUNC 2B. (Streptavidina — biotina —
peroxidase - 200x)

Micobacteriose:

A partir dos 08 casos de micobacteriose das glandulas parétidas e submandibulares,
e 05 casos da glandula sublingual, observamos ao redor da lesdo uma maior densidade de
marcagdo quando comparado com a periferia. Apesar de a periferia possuir maior
quantidade de drea corada, sua densidade € menor (Figura 15), apresentando uma expressao
mais difusa, enquanto que na drea da lesdo essa marcacdo € mais intensa. Foi observada

também uma maior drea positiva/pardtida, sendo essa relacdo semelhante nas glandulas
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submandibulares e sublinguais. Os grificos 9 e 10 mostram essa diferenca. Como a
glandula sublingual apresentou apenas 01 caso positivo para SPLUNC 2B, ndo foi possivel

avaliar estatisticamente sua marcagao.
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da lesdo (B) (Streptavidina — biotina —peroxidase - 200x)
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Grafico 9. Grupo Micobacrteriose. Comparacdo entre as glandulas
parétidas (n=8), submandibulares (n=8) e sublinguais (n=5) com
relagdo as regides em volta da lesdo e na periferia da lesdo para o
anticorpo SPLUNC 2B mostrando maior intensidade na lesdo que na
periferia.
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Grafico 10. Grupo Micobacrteriose. Comparacgdo entre as glandulas
pardtidas (n= 8), submandibulares (n= 8) e sublinguais (n=5) com
relacdo as regides em volta da lesdo e na periferia da lesdo para o
anticorpo SPLUNC 2B mostrando maior drea corada na lesdo que na

periferia.
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Citomegalovirose:

Dos casos selecionados (n=5) para esse grupo, 02 casos foram negativos na glandula
pardtida, tanto na drea de lesdo quanto na periferia. J4 na glandula submandibular (n=38),
todos os casos foram positivos em ambas as dreas estudadas. Apenas 01 caso foi
selecionado para a glandula sublingual, o qual foi positivo apenas nas areas de periferia da
lesdo para o anticorpo SPLUNC?2 B.

Assim como no grupo de micobacteriose, foi observada diferenca estatisticamente
significante na intensidade na drea da lesdo quando comparada com a periferia da lesdo
(Figura 16). O grafico 11 mostra maior intensidade de marcagdo na area de lesdo quando
comparado com a periferia da lesdo. O grifico 12, da mesma, forma que nas micobacteriose

mostra maior drea corada na periferia que ao redor da lesdo.

Figura 16 Citomegalovirose em glandula submandibular. Apesar de menor quantidade de drea corada, a intensidade

de marcacdo foi maior que na periferia da lesdo. (Streptavidina — biotina —peroxidase - 200x)
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Griafico 11. Grupo CMV. Comparagio entre as glandulas pardtidas (n= 5)
e submandibulares (n=8 )com relag¢@o as regides em volta da lesdo e na

periferia da lesdo para o anticorpo SPLUNC 2B com relacdo a intensidade

Regido
0,40+ =
M Leséo
& Periferia
0,304
o
w3
&0,20
a
=
0,104 *
0,004
T T T
Paréticda Submandilaular Sublingual
Glandula

Grafico 12. Grupo CMV. Comparacdo entre as glandulas parétidas (n=5 )
e submandibulares (n=8)com relacio as regides em volta da lesdo e na

periferia da lesdo para o anticorpo SPLUNC 2B com relacdo 4 area

corada.
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Sialadenite:

Todos os casos da glandula parétida (n=10), submandibular (n=10) e sublingual
(n=10) foram positivos para esse anticorpo. No entanto, quando comparado
estatisticamente nao evidenciamos significancia. A figura 17 mostra a expressdo de

SPLUNC 2B em um caso de sialadenite de glandula submandibular

Figura 17. Sialadenite em glandula submandibular mostrando

a expressio de SPLUNC 2B. (Streptavidina — biotina —

peroxidase - 200x

5.44.LPLUNC1

O anticorpo LPLUNC 01 foi positivo apenas nos ductos intercalares, estriados e
excretores (Figura 18), sendo totalmente negativo nos 4cinos serosos € mucosos. No grupo
controle, 07 casos foram positivos na glandula parétida. Ja nas glandulas submandibular e
sublingual, foi observado positividade em 8 casos de cada uma das glandulas. No grupo
HIV positivo sem alteracdo (n= 10), observamos marcacao em 06 casos para a glandula
pardtida, em 07 casos para a glandula submandibular e em todos os casos da glandula
sublingual (n=10). Foi observada marcacdo variando de fraco a intenso nos ductos
estriados, intercalares e excretores. No grupo das lesdes de micobacteriose foi evidenciado
positividade em apenas 02 casos da glandula parétida, em 3 casos na glandula

submandibular e em apenas 01 caso na glandula sublingual. Ja no grupo citomegalovirose,

Xcii
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observamos negatividade em todos os casos da glandula parétida e positividade em apenas
03 casos da glandula pardtida e no unico caso selecionado de citomegalovirose na glandula
sublingual observamos positividade para o anticorpo. No grupo das sialadenites, LPLUNC

01 foi positivo em apenas 04 casos da glandula parétida e em 03 casos das glandulas

submandibular e sublingual.

Figura 18. Expressdo de LPLUNC 1 nas glandulas salivares maiores. A: glandula pardétida); B: glandula

submandibular ; C glandula sublingual (Streptavidina — biotina —peroxidase - 200x)
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Em resumo, todos os casos da glandula parétida de todos os grupos foram negativos
para o anticorpo SPLUNC 1. Quando todos os grupos foram comparados, na glandula
pardtida ndo se observou diferenca estatisticamente significante na densidade e nem na
relacdo (drea corada dividida pela drea total) para o anticorpo SPLUNC 2A. No entanto, foi
observada diferenca estatisticamente significante na relacdo drea positiva e drea corada (p=
0,006), mais nao na intensidade de marcagdo para o anticorpo SPLUNC 2B (Gréfico 13).
Na glandula submandibular, nao se observou diferenca estatisticamente significante para os
anticorpos SPLUNC 1 e SPLUNC 2 A. Assim como na glandula parétida, observamos
diferenca com significancia estatistica (p= 0,001)apenas na relacdo da drea corada para o
anticorpo SPLUNC 2B mais nao na intensidade de marcagao (Gréfico 14). Ja na glandula
sublingual nenhum dos anticorpos mostrou diferenca estatisticamente significante. Para o
anticorpo LPLUNC 01 foi observado marca¢cdo somente nos ductos. Foi observado
positividade em 42,22%, 51,06% e 63,88% para as glandulas parétida, submandibular e

sublingual respectivamente.
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Grifico 13. Comparagio entre os grupos na glandula parétida para o

anticorpo SPLUNC 2B com relagdo a drea corada.
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Grafico 14. Comparacio entre os grupos na glandula submandibular para

o anticorpo SPLUNC 2B em relagdo a 4rea corada

5.5. Hibridizacao in situ para SPLUNC?2 no grupo controle

Todos os casos controle das trés glandulas (n= 30) foram positivos para a técnica de
hibridizacdo in situ para SPLUNC 2. N6s observamos uma marcagdo mais intensa e
puntiforme na periferia dos 4cinos serosos de todos os casos. Os achados da HIS mostram
uma maior concentracdo de SPLUNC 2 perinuclear (Figura 19), o qual foi corado na cor
roxa. Nao tivemos tempo de realizar a HIS nos outros grupos, pois a sonda produzida no
Departamento de Patologia Oral da Universidade de Sheffield-UK durante o meu estagio
em meados de 2008 ndao foi enviada para Piracicaba a tempo de concluirmos estes

experimentos.

69



Figura 19: Padrio de expressdo para Hibridizacdo in situ

para SPLUNC 2 em glindula submandibular. A

marcagao € perinuclear. Hibridizacdo in situ 400x.
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6. DISCUSSAO

A média de idade dos pacientes do grupo controle foi de aproximadamente 61 anos,
enquanto que a média de idade dos pacientes com AIDS autopsiados no presente estudo foi
de 37 anos confirmando que a AIDS ¢ prevalente em adultos jovens (UNAIDS, Rana et al.
2000; Eza et al. 2006). Segundo o Ministério da Saide, em 1985 a proporcdo de
homem:mulher infectados pelo HIV era de 25:1, j4 no final de 2007, esta propor¢do era de
2:1. No presente grupo de pacientes com AIDS a relacdo homem:mulher foi também de
2:1.

No grupo controle as principais causas de 6bitos foram choque séptico (n=3)
(28,57%), tromboembolismo (n=2) (4,29%) e acidente vascular cerebral (n= 2) (14,29%),
ja no grupo de pacientes com AIDS foram choque séptico (n=16, 28,57%), micobacteriose
(n=12) (17,46%), broncopneumonia (n=4) (7,9%), pneumonia (n=4) (7,9%) e insuficiéncia
respiratoria (n=4) (7,9%). Esses dados confirmam a importincia das infec¢des bacterianas
como a tuberculose e doengas fungicas nos Obitos dos pacientes com AIDS.
Micobacteriose, citomegalovirose, pneumocistose, toxoplasmose, criptococose e LNH
foram os principais achados na folha frontal padrao, confirmando a necessidade do uso de
drogas profildticas antimicrobianas associadas ao tratamento antiretroviral.

Virios trabalhos avaliaram as doencas sistémicas presentes em pacientes
autopsiados com AIDS nos tltimos anos (Drut et al. 1997; Hsiao et al.1997; Kaiser et al.
2000; Ohtomo et al.2000; Eza et al 2006) com especial énfase ao impacto da terapia
antiretroviral (Jellinger et al. 2000, Masliah et al. 2000). Existem poucos estudos avaliando
o envolvimento das glandulas salivares maiores (Ihrler ef al. 1996, Vargas et al. 2003, Léon
et al.2008).

“Palate, lung and nasal epithelium clone (PLUNC)”, é um gene descrito
primeiramente por Weston et al. (1999) no epitélio embriondrio do palato e fossas nasais de
ratos e no epitélio traqueobronquico do pulmao de camundongos adultos. Bingle & Bingle
em 2000 caracterizaram o gene PLUNC humano que contém 1020 pb e estéd localizado no
cromossomo 2q11. A fun¢do de PLUNC ainda € incerta, porém devido a superexpressao de
PLUNC em epitélios expostos a injurias, pode ser sugerido que estas proteinas sejam

secretadas como produtos com papel protetor (Bingle & Craven, 2003). Vargas et al.
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(2008) determinaram a expressdo das proteinas PLUNC em 64 tumores benignos e
malignos de glandulas salivares através da técnica de imunoistoquimica para SPLUNCI,
SPLUNC2 e LPLUNCI. Os autores observaram a expressio de PLUNC somente nos
carcinomas mucoepidermdides e cistoadenocarcinoma papilar. “Plugs” de mucina, células
mucosas e células intermedidrias do carcinoma mucoepidermoéide foram positivas para
LPLUNCI e SPLUNC2, mas areas compostas de células claras e epidermodides foram
negativas para todos os subtipos de PLUNC estudados.

Todos os casos da glandula parétida foram negativos para SPLUNC 1, o qual
mostrou positividade somente nos 4cinos mucosos das glandulas submandibulares e
sublinguais, o que ja foi previamente relatado por Bingle et al. (2005), os quais também
demonstraram positividade para PLUNC em 4cinos mucosos de trato respiratério. Bingle et
al.(2005) observaram a expressao de SPLUNC 1 em células mucosas, em ductos de
glandulas submucosas, glandulas menores do nariz, seios paranasais, regido posterior da
lingua e tonsila. Nao houve diferenca estatisticamente significante em nenhum grupo para
esse anticorpo quanto a intensidade e d4rea corada. Alguns casos das glandulas
submandibulares e sublinguais foram completamente negativos para SPLUNC 01, os quais
devem ter sido resultados de falhas nas etapas do estudo imunoistoquimico ou problemas
de fixacdo inadequada das glandulas salivares por formaldeido, uma vez que todos nossos
casos foram provenientes de autdpsia.

SPLUNC?2 ¢ uma proteina de 249 aminodcidos que € expressa em células serosas de
glandulas salivares. Os anticorpos SPLUNC2A e 2B diferem antigenicamente, no entanto
apresentam o mesmo padrdo de marcacdo. Com relagdo aos anticorpos SPLUNC 2A e 2B,
observamos imunomarcagdo em &cinos serosos € nas semiluas serosas. Apesar de
apresentar uma marcacao intensa, dos 05 grupos comparados, encontramos significancia
apenas nos casos de infeccdo por CMV e MTB quando comparado as regides em volta e
periferia da lesdo. Diferentemente de Vargas et al. (2008) que observaram positividade para
SPLUNC 2 nos “Plugs” de mucina, células mucosas e células intermedidrias dos
carcinomas mucoepidermdide, ndo encontramos marcagao de células mucosa para esse
anticorpo. Esse € o primeiro trabalho mostrando a expressao dessas proteinas em pacientes

com AIDS, logo mais trabalhos sdo necessarios para confirmar ou ndo nossos achados.
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LPLUNC 1 é composta por 484 aminodcidos, e Bingle & Craven (2002)
demonstraram sua marcacao em glandulas submandibulares. Em nosso estudo LPLUNC 1
mostrou marcacdo apenas em ductos estriados, intercalares e excretores, mas isto foi
detectado em todos os grupos. Vargas et al. (2008) também observaram positividade para
LPLUNC 1 nos “Plugs” de mucina, células mucosas e células intermedidrias dos
carcinomas mucoepiderméide. Os autores ndo encontraram marcagdo em células mucosa
para esse anticorpo.

A etiologia das sialadenites ndo € completamente compreendida, mas € provavel
que envolva uma combinacdo de diversos fatores etiologicos que contribuem para a
reducdo do fluxo salivar (Gomes et al. 2006). A maioria dos trabalhos publicados na
literatura foram realizados principalmente na glandula parétida (Terry ef al. 1991; Williams
et al.1998); seguido em menor nimero pela glindula submandibular (Gotteseman et al.
1996, Léon et al. 2008) e nenhum estudo relacionado 4 glandula sublingual. Alguns fatores
sistétmicos podem predispor o paciente a um quadro inflamatério das glandulas salivares,
como por exemplo, pacientes em estado de imunossupressao, como diabetes, alcoolismo,
desordens auto-imunes como a Sindrome de Sjogren, diminuicdo do fluxo salivar
secunddria a medicamentos (antidepressivos, anticolinérgicos e diuréticos) (Nusem-
Horowitz 1995, Matsuo et al.1997). A sialadenite aguda € mais comum na glandula
pardtida, sendo bilateral em 10 a 25% dos casos, sendo primeiramente afetada (Tukutuku et
al. 1990; Mulligan et al. 2000). No entanto, existem dados demonstrando que o aumento de
volume da glandula submandibular é maior quando comparado ao da glandula parétida na
AIDS e em pacientes HIV+ (Matee et al. 2000). Nesses estudos a glandula sublingual ndo
foi avaliada, provavelmente pela auséncia de sinais e sintomas clinicos. Vargas et al. (2003)
em estudo de 100 glandulas parétidas de pacientes autopsiados com AIDS, encontraram 29
casos de sialadenites apresentando infiltrado discreto, moderado e intenso em 66, 10 e 24 %),
respectivamente. J4 Léon et al. (2008) encontraram 25 casos de sialadenite em 102
glandulas submandibulares e em 25 casos nas glandulas sublinguais de 92 pacientes
autopsiados com AIDS. Léon et al. (2008) encontrou também 12 e 6 casos de sialadenite
granulomatosa associadas a co-infeccdes nas glandulas submandibular e sublingual,

respectivamente.
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Estudamos 10 casos de sialadenite para cada glandula salivar maior de pacientes
autopsiados com AIDS em fase avancada, no entanto, ndo encontramos significancia em
nenhuma das trés glandulas estudadas. Até o momento ndo hé trabalho na literatura da
lingua inglesa mostrando a expressdo de PLUNC nas sialadenites. Bartlett et al. (2008)
mostrou a expressao de PLUNC em lisados de polimorfonucleares por western blot porém
nao evidenciamos nenhuma célula inflamatoria positiva para os anticorpos de PLUNC.

Com o advento da AIDS € comum encontrar infec¢des bacterianas, flingicas e
virais associadas a sialadenites. Santiago et al. (2000) diagnosticou através da PAAF um
caso de infeccdo por CMV associado a sialadenite em paciente HIV+. A presenca do CMV
em individuos infectados pelo HIV é comum, e a predilecdo pelas glandulas salivares é
conhecida (Klatt & Shibata, 1988). O CMV foi detectado primeiramente nas células
acinares da glandula submandibular de um paciente com AIDS por Pialoux et al. (1991) e
por Schllemberg et al. (1994). Wagner et al. (1996) detectaram CMV em 10 de 60 casos
das glandulas submandibulares de pacientes autopsiados com AIDS, sendo observado
inclusoes intracelular nas células ductais e acinares. Embora as glandulas salivares maiores
sejam protegidas de agentes infecciosos pela sintese de certos peptideos como SLIP, beta
defensinas, aglutininas, trombospodin e mucinas, mesmo em estados de imunossupressao
(Quinones-Mateu et al. 2003; Lin et al. 2004) a predilecdo do CMV por estas glandulas é
conhecida. Provavelmente caracteristicas inerentes a este tecido glandular aquelas proprias
do CMV estejam influenciado esses achados, conforme mostra observagdes de interacoes
entre 0 EGFR do epitélio glandular e a Gb do CMV usando como via de entrada do virus
nessas células (Wang et al. 2003). Recentemente foi demonstrado por Rocha et al.(2008)
que a infec¢ao por CMV aumenta a secre¢do de SLIP nas glandulas submandibulares de
pacientes com AIDS e que pode estar associada com diferentes eventos tais como a
protecdo contra a infec¢do, acio de proteinases derivadas das células inflamatdrias, além de
promocdo de reparo tecidual. O presente estudo mostrou maior expressdo das proteinas
PLUNC em volta da lesdao quando comparada com dreas na periferia da lesdao de CMV.
Embora as dreas marcadas préxima a infec¢do sejam menores quando comparada com as

areas da periferia, a intensidade de marcagcdo foi maior. O CMYV infecta principalmente
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ductos, e ndo provoca uma reacdo granulomatosa, isso talvez ajude a justificar a maior drea
corada na periferia. Este achado pode ser sugestivo da fun¢do de PLUNC na protecdao
contra infeccao. Esse € o primeiro trabalho mostrando a expressao de PLUNC em infeccoes
pelo CMV. De acordo com Bingle & Craven (2002) e LeClair (2003) as proteinas da
familia PLUNC, assim como outras moléculas de imunidade inata (BPI, LBP), possuem
potenciais receptores de lipopolissacarideos (LPS), sendo assim, as proteinas LPLUNC
podem atuar de modo similar a LBP, tendo uma funcao pré-inflamatéria (Bingle & Craven
2004) apresentando moléculas microbianas a via CDl14/receptores toll-like(TLR) 2 ou
TLR-4, envolvendo outras vias de TLRs ou ainda sinalizando outras vias desconhecidas.
Em contrapartida, a SPLUNC agiria de forma similar a BPI, tendo uma funcio
antiinflamatéria, diminuindo a carga microbiana através da morte celular direta ou do
seqiiestro de moléculas inflamatérias. Rocha er al. (2008) estudando a glandula
submandibular de 36 pacientes autopsiados com AIDS, mostrou maior expressdo de SLIP
nos casos de infeccdo pelo CMV quando comparado com outros grupos (Controle,
sialadenite e micobacteriose). PLUNC parece ter a mesma funcdo de SLIP protegendo a
glandula contra infeccdao. No entanto, novos estudos sdo necessarios para o melhor
entendimento da expressdo de SPLUNC?2 frente a infec¢des secunddria inerentes ao HIV.

A tuberculose € uma das infeccdes oportunistas mais importantes em individuos
infectados pelo HIV (Cantweel ef al. 1994). O aumento da incidéncia esta associado a uma
terapéutica ineficaz nos pacientes com AIDS e devido a interacdes com medicamentos
antiretrovirais (Small et al. 1991; Jerant et al. 2000). Os pacientes com acometimento
glandular, ndo apresentam sintomas especificos de tuberculose, principalmente na auséncia
de histéria de tuberculose pulmonar, mostrando-se clinicamente como uma tumefagdo
(Comeche Cerveron et al. 1995). Padrao histolégico reflete a integridade da imunidade
celular dos pacientes (Lewin-Smith et al. 1998). No nosso estudo todos os pacientes
apresentavam nivel baixo de CD4. Dentre as glandulas salivares maiores, a parétida € o
local mais comumente acometido por Mycobacterium tuberculosis (Mullins et al. 2000),
enquanto outros autores acreditam que a glandula parétida seja a mais acometida (Sanchez
et al. 1993). Léon et al. (2008) afirmaram que tanto a glandula submandibular quanto a

sublingual sdo afetadas quase que similarmente por micobacteriose disseminada, apesar da
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ndo existéncia de linfonodos intraglandulares, os quais sdo locais preferencialmente
acometidos. A via de infeccdo € incerta, porém Léon et al.(2008) acreditam que possa ser
decorrente da disseminacdo sanguinea, transmissao retrégada através do ducto excretor ou
passagem facilitada através da mucosa subjacente alterada por infeccdo oportunistas.
Nossos achados mostraram maior expressao de SPLUNC?2 nas regides proximas a lesdo de
micobacteriose. Talvez isso seja justificado devido a expressio de PLUNC ter sido
negativo na drea de granuloma, a qual € rica em necrose caseosa, o que favorece maior drea
corada no 4cinos que estdo mais distante da lesdo, que foi considerado por nds periferia de
lesdo. A funcdo de PLUNC ainda € incerta, porém devido a superexpressao de PLUNC em
epitélios expostos a injurias, pode ser sugerido que essas proteinas sdo secretadas como
produtos com papel defensivo ou protetor (Bingle & Craven, 2003). Esses achados nos
permitem especular que PLUNC esteja realmente relacionada com o sistema imune inato
protegendo assim as células de origem epitelial contra infec¢des. Bingle & Craven (2004)
sugeriram que a familia de proteinas PLUNC tenha fun¢do antimicrobiana, interagindo com
as membranas bacterianas, talvez devido sua similaridade estrutural com BPI e LPS.
Quando comparamos as dreas de periferia das infec¢des pelo CMV e pelo MTB, o que
observamos é maior drea corada nas infec¢des pelo CMYV, isso talvez seja justificado pela
ndo formacao de reacdo granulomatosa provocada pelo CMV que infecta principalmente
ductos.

A criptococose ¢ uma infeccao flingica que constitui a principal causa de morbidade
em 5 a 10% dos pacientes com AIDS (Vecchiarelli er al.1998), constitui a principal causa
de morte. Alguns autores relataram lesdes de criptococose em gengiva e palato de pacientes
soropositivos (Glick et al. 1987, Schimidth-Westhauser et al. 1995, de Faria et al. 2005).
Nas glandulas salivares Vargas et al. (2003) reportaram a ocorréncia de criptococose na
glandula parétida em 3 de 100 pacientes com AIDS autopsiados. Monteil et al. (1997)
relataram um caso de criptococose disseminada acometendo a glandula parétida e glandulas
salivares labial em paciente com AIDS. N6s realizamos reacdes de imunoistoquimica em 3
casos de criptococose em glandulas salivares, sendo 01 em cada glandula, porém devido a
escasso nimero de casos, ndo realizamos comparacao estatistica. O que observamos foi o

mesmo padrdo de marcagdo encontrado nas infec¢des por CMV e MTB.
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Realizamos hibridizagdo in situ para o RNA mensageiro de SPLUNC2 apenas nos
casos do grupo controle, e observamos positividade em todos os casos selecionados. O
padrao de marcacdo em ponto foi visualizado na regido perinuclear dos dcinos. Como a HIS
¢ uma técnica mais sensivel que a imunoistoquimica, pretendemos realizd-la nos demais
grupos do nosso estudo nos proximos meses.

Em conclusdo, este é o primeiro trabalho a estudar a expressdo das proteinas da
familia PLUNC nas glandulas salivares maiores de pacientes autopsiados com AIDS na
literatura cientifica mundial. As proteinas da familia PLUNC foram expressas nas
pardtidas, submandibulares e sublinguais dos pacientes com AIDS e sem AIDS. SPLUNC
2 € super expressa nos casos de CMV e micobacteriose. Novos estudos clinicos e
laboratoriais (HIS, PCR, ELISA) devem ser realizados para quantificar a presenca de
PLUNC na saliva e glandulas salivares maiores de pacientes com AIDS para confirmar
nossos achados e melhor compreender a fungdo destas proteinas do sistema imune inato no

combate ao CMYV e micobacteriose.
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7. CONCLUSOES

1. Os pacientes autopsiados com AIDS apresentaram profunda imunossupressao
[média de 63 cels/uL (-1)] e eram adultos jovens (média de idade = 37 anos). Os
pacientes autopsiados HIV- apresentavam média de idade de 61 anos.

2. SPLUNCI foi expressa nos acinos mucosos das glandulas submandibulares e
sublinguais dos pacientes autopsiados com AIDS e sem AIDS. SPLUNC2 foi
expressa nos 4cinos serosos das glandulas salivares maiores de pacientes
autopsiados com AIDS e sem AIDS. LPLUNCI foi expresso nos ductos das

glandulas salivares maiores dos pacientes autopsiados com AIDS e sem AIDS.

3. Nao houve diferenga estatisticamente significante na expressdo de SPLUNCI e
entre os diferentes grupos estudados (HIV negativo, HIV sem alteragdes
histolégicas nas glandulas salivares maiores, micobacteriose, citomegalovirose e
sialadenite cronica).

4. Houve maior expressdo de SPLUNC 2 (estatisticamente significante) nos 4cinos
que circundavam as lesdes de micobacteriose e citomegalovirose.

5. A técnica de hibridizacdo in situ realizada para detectar SPLUNC2 nos
pacientes HIV negativos deve ser realizada nos demais grupos deste estudo,
principalmente CMV e micobacteriose, para compararmos o padrao de
marcacgdo perinuclear de SPLUNC?2 encontrado no grupo controle e realizarmos

a quantificacdo destas reacdes de HIS
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APENDICE

Tabela 02. Esta tabela descreve os dados pertencentes aos 10 pacientes HIV soronegativos
autopsiados, em relacdo ao sexo, idade, causa morte e principais achados na Folha Frontal
Padrdo, dos quais a glandula pardétida foi dissecada e utilizada na presente pesquisa.

Registro Género Idade Causa Mortis Principais achados

Diabetes Melittus tipo II;
Caso 01 M 61 Bronquite catarral Aterosclerose;
Hipertensao arterial

Aneurisma da artéria

Caso 02 M Desconhecida  Edema Cerebral PN
cerebral média a esquerda

Acidente vascular Arteriosclerose sistémica,
Caso 03 M 57

cerebral Senescéncia
Vasculite sistémica;
Caso 04 M 67 Choque séptico Pneumpma por P./Carmu
e citomegalovirus,
Corticoterapia
Acidente vascular Acidente Vascular
Caso 05 F 77 cerebral Cerebral Hemorragico;
Aterosclerose (AVCH)
Caso 06 M 45 Choque séptico Transplante rfenal;
Hemorragia
L. Gota; Pioartrite; Diabetes
Caso 07 M 51 Choque séptico Mellitus
. Miastenia gravis;
Caso 08 F 49 Pancreatite aguda .
Pancreatite aguda
Dano alveolar . e a .
Caso 09 F 66 . Arteriosclerose sistémica
difuso
Neoplasia maliena Neoplasia maligna de
Caso 10 M 70 p g orbita, necrose tubular

de oOrbita R
sistemica
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Tabela 03. Esta tabela descreve os dados pertencentes aos 10 pacientes HIV soronegativos
autopsiados, em relacdo ao sexo, idade, causa morte e principais achados na Folha Frontal
Padrio, dos quais a glandula submandibular foi dissecada e utilizada na presente pesquisa.

Registro Género Idade Causa Mortis Principais achados
Caso 01 F Desconhecida Tromboembolismo Doenga de Chagas;
Aterosclerose
Hiperplasia prostatica
Caso 02 M 67 Choque séptico  benigna; Infeccdo do trato
respiratorio
Diabetes Melittus tipo 1II;
Caso 03 M 61 Bronquite catarral Aterosclerose;
Hipertensao arterial
Caso 04 M Desconhecida  Edema Cerebral Aneunsr/na% d? artetia
cerebral média a esquerda
Caso 05 M 57 Acidente vascular ArterlosclerosAe S{stemlca,
cerebral Senescéncia
Tromboembolismo Arteriosclerose sistémica;
Caso 06 M 65 Aneurisma da aorta
pulmonar -
abdominal infrarenal
Vasculite sistémica;
Caso 07 M 67 Choque séptico l?‘nsumoma por P
Carinii,citomegalovirus e
Corticoterapia
Caso 08 F 77 Acidente vascular  \ yop A eroesclerose
cerebral
Caso 09 M 45 Choque séptico Transplante rfenal;
Hemorragia
Dano alveolar . A
Caso 10 F 66 Arteriosclerose sistémica

difuso
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Tabela 04. Esta tabela descreve os dados pertencentes aos 10 pacientes HIV soronegativos
autopsiados, em relacdo ao sexo, idade, causa morte e principais achados na Folha Frontal
Padrao, dos quais a glandula sublingual foi dissecada e utilizada na presente pesquisa.

Registro Género Idade Causa Mortis Principais achados
Diabetes Mellitus tipo II;
Caso 01 M 61 Bronquite catarral Aterosclerose;
Hipertensao arterial
Caso 02 M Desconhecida Edema Cerebral Aneurlsr/na. d? artéria
cerebral média a esquerda
Caso 03 M 57 Acidente vascular ArterlosclerosAe S{stemlca,
cerebral Senescéncia
Tromboembolismo Arteriosclerose sistémica;
Caso 04 M 65 Aneurisma da aorta
pulmonar -
abdominal infrarenal
Caso 05 F 77 Acidente vascular oy agerosclerose
cerebral
Hipertensao arterial
Caso 06 M 56 Meningite s1stem}ca; AYCH;
Purulenta Neoplasia maligna em
fossa iliaca esquerda
Caso 07 M 45 Choque séptico Transplante rfenal;
Hemorragia
L. Gota; Pioartrite; Diabetes
Caso 08 M 51 Choque séptico Mellitus
. Miastenia gravis;
Caso 09 F 49 Pancreatite aguda .
Pancreatite aguda
Dano alveolar . e a .
Caso 10 F 66 Arteriosclerose sistémica

difuso
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Tabela 05. Dados dos 35 pacientes autopsiados com AIDS com relagdo ao gé€nero, idade,
causa morte e principais achados na Folha Frontal Padrao, dos quais a glandula pardétida foi
dissecada e utilizada na presente pesquisa.

Registro Género Idade Causa Mortis Principais achados
Caso 01 F 23 Neurocriptococose Neurocnptococose;
Pancreatite aguda
Caso 02 M 46 Mlcobgc?terlose Mlcobg§terlose
miliar miliar
Caso 03 M 65 Broncopneumonia Micobacteriose pleural
Broncopneumonia; ) . _—
Caso 04 M 41 Micobacteriose MICObaCteHOS? m}har,
o1 Broncopneumonia bilateral
miliar
. . Pneumonia por CMV;
Micobacteriose . ’
Caso 05 M 40 ! 108 Meningite por
pulmonar
Cryptococcus neoformans
Doenca Doenca Granulomatosa
Caso 06 M 32 § (pulmao, baco);
granulomatosa .
Desnutricao
Caso 07 M 33 Micobacteriose Pneumomstgse plilrponar;
pulmonar Pancreatite cronica
Caso 08 M 30 M1cobg§t6r1ose Micobacteriose miliar
miliar
Caso 09 M 24 Mlcobgc?tenose Micobacteriose miliar
miliar
Sindrome da Micobacteriose pulmonar
Caso 10 M 30 Angtistia p :
O neurotoxoplasmose
respiratoria
Caso 11 F 30 Choq}lq Insuflclen01a cardiaca
cardiogénico congestiva; derrame pleural
Mi . i )
Caso 12 F 30 Neurotoxoplasmose icobacteriose ganglionar;
neurotoxoplasmose
Tuberculose miliar e
Caso 13 M 69 Tuberculose miliar; tlceras

esofdgicas

~AvVvYrn
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Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Caso 22

Caso 23

Caso 24

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Caso 28

44

38

15

37

29

26

36

52

29

33

29

42

47

43

32

Choque séptico; pneumonia
Choque séptico por Pneumocytis carinii
tratada

Micobacteriose pulmonar

Pneumonia bilateral .
tratada; pneumonia bilateral

Aspergilose ) ) )

\SPETE Aspergilose disseminada

disseminada

Pneumonia Pneumonia, caquexia

) . Micobacteriose
Micobacteriose . .

. . disseminada; choque

disseminada L.

séptico

Neurotoxoplasmose Micobacteriose; CMV

Edema cerebral Neurotoxoplasmose; CMV;

broncopneumonia
Broncopneumonia;
Choque séptico micobacteriose
disseminada, CMV
A Broncopneumonia;
Insuficiéncia . .
respiratéria micobacteriose
p disseminada, CMV
Criptococose . . .
riptoc Criptococose disseminada
disseminada

Choque séptico, candidose

Choque séptico ..
q p esofagica

Choque séptico;
Choque séptico neurocriptococose;
pioartrite

L. Broncopneumonia; choque
Choque séptico oP 4, chog
septico; meningite

Micobacteriose

h épti . .
Choque séptico disseminada

Choque séptico Choque séptico;

pneumonia; herpes genital
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Broncopneumonia;
neurocriptococose;
linfadenomegalia
mesentérica

Caso 29 M 50 Choque séptico

Pneumocistose; CMV;

Caso 30 M 26 Pneumocistose ) . )
micobacteriose; caquexia

Broncopneumonia, SARA,
Caso 31 M 51 Broncopneumonia candidose oral e esofagiana;
CMYV; Choque séptico

LNH de células B
Caso 32 M 44 Choque séptico disseminado; candidose
esofagiana

Choque séptico;
Caso 33 F 25 Choque séptico pneumocistose;
toxoplasmose, CMV

Micobacteriose Micobacteriose
Caso 34 M 46 . . disseminada,
disseminada . . .
Histoplasmose disseminada
. Broncopneumonia,
Caso 35 M 27 Broncopneumonia pnet
esofagite

Tabela 06. Dados dos 38 pacientes autopsiados com AIDS com relagdo ao género, idade,
causa morte e principais achados na Folha Frontal Padrdo, dos quais a glandula
submandibular foi dissecada e utilizada na presente pesquisa.

Registro Género Idade Causa Mortis Principais achados
Caquexia; empiema e
Caso 01 F 33 Choque séptico derrame pleural, gastrite
por CMV
Caso 02 M 16 Mlcobflgterlose Mlcobggterlose
miliar miliar
Caso 03 F 34 Mlcobgcftenose Micobacteriose miliar
miliar
Caso 04 M 65 Broncopneumonia Micobacteriose pleural
Septicemia Micobacteriose miliar;
Caso 05 F 40 caquexia; derrame pleural;

ascite purulenta
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Caso 06

Caso 07

Caso 08

Caso 09

Caso 10

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

47

40

33

24

48

22

40

44

38

30

50

37

35

24

Insuficiéncia
respiratoria

Micobacteriose
pulmonar

Micobacteriose
pulmonar

Micobacteriose
miliar

Choque séptico

Micobacteriose

Pneumonia por
sarampo

Choque séptico

Pneumonia

bacteriana (gram +)

Choque séptico

Choque séptico

Pneumonia

Choque
hipovol€mico

Hipertensao
intracraniana
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Broncopneumonia;
esplenite aguda

Pneumonia por CMV;
Meningite por
Cryptococcus neoformans

Pneumocistose pulmonar;
Pancreatite cronica

Micobacteriose miliar

Pneumonia associada ao
HIV

Micobacteriose pulmonar;
neurotoxoplasmose

Caquexia; infecgoes
oportunistas

Choque séptico; pneumonia
por Pneumocystis carinii
tratada

Candidose oral; caquexia;
condiloma acuminado no
pénis
Herpes zoster disseminada;

micobacteriose atipica
disseminada

Choque séptico

Pneumonia, caquexia

Pneumocistose; derrame
pleural

Neurotoxoplasmose;
micobacteriose
disseminada;
pneumocistose



Caso 20

Caso 21

Caso 22

Caso 23

Caso 24

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Caso 28

Caso 29

Caso 30

Caso 31

Caso 32

Caso 33

26

29

33

47

43

39

32

50

26

26

51

29

28

44

Neurotoxoplasmose Tuberculose; CMV

A Broncopneumonia;
Insuficiéncia ) .
respiratéria micobacteriose

P disseminada, CMV
Criptococose . . .
riproc Criptococose disseminada
disseminada

L. Broncopneumonia; choque
Choque séptico oP ., €hoq
septico; meningite

Micobacteriose

Choque séptico . .
q p disseminada

Histoplasmose pulmonar;
herpes zoster disseminada;
sarcoma de Kaposi géstrico

Pneumonia
intersticial

Choque séptico;

Choque séptico pneumonia; herpes genital

Broncopneumonia;
. neurocriptococose;
Choque séptico . P .
linfadenomegalia
mesentérica
) Pneumocistose; CMV;
Pneumocistose . . .
micobacteriose; caquexia
e Pneumonia intersticial;
Insuficiéncia
. derrame pleural,
respiratoria

micobacteriose ganglionar

Broncopneumonia, SARA,
Broncopneumonia candidose oral e esofagiana;
CMYV; Choque séptico

Choque séptico,

Choque séptico Tuberculose disseminada

Choque séptico Derrame pleural
Choque séptico LNH de células B
disseminado; candidose
esofageana
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Caso 34

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

51

25

36

46

32

Insuficiéncia
respiratoria aguda

Choque séptico

Pneumocistose

Micobacteriose
disseminada

Insuficiéncia
respiratoria

Caquexia, CMV

Choque séptico;
pneumocistose;
toxoplasmose, CMV

Pneumocistose; candidose
esofagiana

Micobacteriose
disseminada,
Histoplasmose disseminada

Meningite, hemorragia
pulmonar

Tabela 07. Dados dos 27 pacientes autopsiados com AIDS com relagdo ao gé€nero, idade,
causa morte e principais achados na Folha Frontal Padrao, dos quais a glandula sublingual

foi dissecada e utilizada na presente pesquisa.

Registro Género Idade Causa Mortis Principais achados
Caquexia; empiema e
Caso 01 F 33 Choque séptico derrame pleural, gastrite
por CMV
Caso 02 F 23 Neurocriptococose Neurocnptococose;
Pancreatite aguda
Caso 03 F 66 Neurocriptococose  Criptococose disseminada
Caso 04 F 34 Mlcobggterlose Micobacteriose miliar
miliar
Caso 05 M 65 Broncopneumonia Micobacteriose pleural
Caso 06 M 47 Insuf.1c1e,nc.1a Broncoppeumoma;
respiratoria esplenite aguda
Micobacteriose . .o
Caso 07 F 47 Mlcobactgrlose,
meningioma
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Caso 08

Caso 09

Caso 10

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Caso 22

30

48

38

37

38

29

29

32

40

62

43

50

26

44

28

Sindrome da
angustia respiratdria
(SARA)

Choque séptico

Pneumonia
bacteriana (Gram +)

Pneumonia

Insuficiéncia
respiratoria

Micobacteriose
disseminada

Choque séptico

Broncopneumonia

Choque séptico

Pancreatite aguda

Choque séptico

Choque séptico

Pneumocistose

Hemorragia
digestiva

Choque séptico

106

Micobacteriose pulmonar;
neurotoxoplasmose

Pneumonia associada ao
HIV

Candidose oral; caquexia;
condiloma acuminado no
pénis

Pneumonia, caquexia

Neurotoxoplasmose;
broncopneumonia, CMV

Micobacteriose
disseminada; choque
séptico
Choque séptico, candidose
esofagiana

Broncopneumonia

Broncopneumonia;
meningite

Pancreatite aguda;
Hemorragia pulmonar

Micobacteriose
disseminada

Broncopneumonia;
neurocriptococose;
linfadenomegalia
mesentérica

Pneumocistose; CMV;
micobacteriose; caquexia

LNH gastrico; lipoidose da
aorta

Derrame pleural



Caso 23 M 34 Choque séptico Histoplasmose disseminada

Micobacteriose Micobacteriose miliar;
Caso 24 F 39 . . :
disseminada caquexia
Insuficiéncia .
Caso 25 M 51 . Caquexia, CMV
respiratoria aguda
. Pneumocistose; candidose
Caso 26 F 36 Pneumocistose .
esofagiana
. Broncopneumoni
Caso 27 M 27 Broncopneumonia oncopneumonia,
esofagite

Tabela 08. Andlise da imunofenotipagem de linfécitos de 44 pacientes HIV positivos pelo
Método de Citometria de Fluxo. Entre parénteses estd o numero de dias apds a
imunofenotipagem até a realizacio da autopsia.. Em 19 casos, o exame ndo foi realizado.

Registro absCoIl)u4t0* CD8™ Cll§2/zg(l))8 222110 332131

CasoOl  26celyul  I24celsul 021 190971996 (i
Caso02  O6cels/ul.  234celsiul 0,03 04/09/1996 2(1{29!&:36
Caso03  40celyul  1623celshil 002 OLO7/1996 o0
Caso04  SOcelsuL  134celsul 037  19/09/1996 2%29!&:;?6
Caso05  O3celyul 1698celshl 005 211001996 000
Caso06  13celsulL  3I8celsul 0,04  11/12/1996 %16%1&1936
Caso07  4lcelyul 1090 celshl 004 20011996 3000
Caso 08 71 cels/uL . 0.03 18/12/1996 0(34(;2(13;1937
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Caso 09

Caso 10

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Caso 22

Caso 23

05 cels/uLL

13 cels/uLL

22 cels/uLL

67 cels/uLL

11 cels/uLL

585 cels/uLL

34 cels/uL

134 cels/uL

0 cels/uLL

45 cels/uLL

35 cels/uLL

47 cels/uLL

12 cels/uLL

05 cels/uLL

74 cels/pL

387 cels/uLL

56 cels/uL

917 cels/uLL

937 cels/uLL

447 cels/uLL

673 cels/uLL

364 cels/uLL

279 cels/uLL

128 cels/uLL

123 cels/uLL

228 cels/uLL

348 cels/uLL

948 cels/uLL

317 cels/uLL

755 cels/ulL

108

0,01

0,24

0,02

0,07

0,02

0,87

0,09

0,48

37

0,15

0,13

0,01

0,02

0,1

19/12/1996

21/02/1997

08/10/1996

23/01/1997

31/10/1996

09/04/1997

18/04/1997

30/07/1997

29/01/1997

04/02/1997

20/02/1997

02/04/1997

29/04/1997

28/04/1997

18/07/1997

17/03/1997
(88 dias)

24/03/1997

24/03/1997

04/04/1997
(71 dias)

10/04/1997
(161 dias)

15/04/1997
(04 dias)

22/04/1997
(04 dias)

04/05/1997
(04 dias)

05/05/1997
(96 dias)

06/05/1997
(91 dias)

12/05/1997
(81 dias)

14/05/1997
(39 dias)

17/05/1997
(18 dias)

28/05/1997
(30 dias)

01/08/1997
(15 dias)



Caso 24

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Caso 28

Caso 29

Caso 30

Caso 31

Caso 32

Caso 33

Caso 34

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

04 cels/uLL

56 cels/uLL

77 cels/uLL

08 cels/uLL

162 cels/uL

58 cels/uLL

18 cels/uL

48 cels/uLL

375 cels/uLL

56 cels/p

47 cels/uLL

18 cels/uLL

15 cels/uLL

72 cels/uLL

36 cels/uL

149 cels/uLL

29 cels/uLL

617 cels/uL

209 cels/uLL

476 cels/uLL

655 cels/uLL

168 cels/uLL

529 cels/uLL

1736 cels/uLL

526 cels/u

131 cels/uLL

116 cels/uLL

181 cels/uLL

430 cels/uLL

252 cels/uLL

109

0,03

1,97

0,12

0,04

0,34

0,09

0,1

0,09

0,22

0,11

0,36

0,16

0,08

0,17

0,14

01/08/1997

18/08/1997

17/07/1997

15/09/1997

09/09/1997

24/04/1997

15/07/1997

13/10/1997

14/04/1997

20/10/1997

30/12/1997

02/03/1998

02/03/1998

22/01/1998

06/11/1998

14/08/1997
(14 dias)

27/08/1997
(10 dias)

13/09/1997
(59 dias)

16/09/1997
(01 dia)

10/10/1997
(32 dias)

31/10/1997
(109 dias)

31/10/1997
(109 dias)

04/11/1997
(23 dias)

10/11/1997
(179 dias)

28/12/1997
(70 dias)

14/01/1998
(16 dias)

16/03/1998
(15 dias)

02/04/1998
(32 dias)

07/04/1998
(76 dias)

11/11/1998
(06 dias)



08/02/1999

Caso 39 66 cels/uL 269 cels/uLL 0,25 20/01/1999 (20 dias)

Casod0  136celsl  206celsul 063 301271998 3o
Casodl  10celyul  3Acelsl 003 01031999 |
Caso42  3lcelsiul  295celsil 0,11 03/03/1999 1(6{2343539
Casod3  I2celyul  I84celsl 007 10031999 oSO
Casodd  4Scelyul  183Scelshl 002 08/03/1999 2180w

cels/uL: células por uL; * CD4 normal: 700 a 3200/ pL; ** CD8 normal: 300 a 1600 uL; Razao CD4/CD8

normal: 1.

Tabela 09. Tipo de infiltrado inflamatdrio e lesdes encontradas nas glandulas parétidas. A

inflamacdo cronica foi classificada em ausente, discreta, moderada, intensa

granulomatosa(Vargas et al.2003).

€

Registro Infiltrado Inflamatério cronico LesoOes encontradas
Caso 01 Ausente Nenhuma

Caso 02 Granulomatoso Sialadenite; Micobacteriose
Caso 03 Intenso Sialadenite

Caso 04 Ausente Nenhuma

Caso 05 Moderado Sialadenite

Ausente
Caso 06 Nenhuma
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Caso 07

Caso 08

Caso 09

Caso 10

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Caso 22

Caso 23

Caso 24

Ausente

Granulomatoso

Granulomatoso

Discreto

Intenso

Ausente

Discreto

Granulomatoso

Discreto

Discreto

Ausente

Ausente

Granulomatoso

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

111

Nenhuma

Sialadenite; Micobacteriose
Sialadenite; Micobacteriose
Sialadenite
Sialadenite
Nenhuma
Sialadenite; Criptococose
Sialadenite; Micobacteriose
Sialadenite
Sialadenite
Nenhuma
Citomegalovirose
Sialadenite; Micobacteriose
Citomegalovirose
Nenhuma

Citomegalovirose; Micobacteriose
atipica, Cisto Linfoepitelial

Nenhuma

Criptococose



Caso 25 Ausente Citomegalovirose

Caso 26 Discreto Sialadenite

Caso 27 Discreto Sialadenite

Caso 28 Intenso Sialadenite; Micobacteriose
Caso 29 Ausente Citomegalovirose
Caso 08 Ausente Criptococose

Caso 30 Ausente Citomegalovirose
Caso 31 Ausente Nenhuma

Caso 32 Intenso Sialadenite

Caso 33 Ausente Nenhuma

Caso 34 Moderado SialadeniteliI il\s/ﬁ)cg)ll;:zzrsisse atipica;
Caso 35 Discreto Sialadenite

Tabela 10. Tipo de infiltrado inflamatdrio e lesdes encontradas nas glandulas submandibulares.
A inflamacao cronica foi classificada em ausente, discreta, moderada, intensa e granulomatosa
(Vargas et al.2003).

Registro Infiltrado Inflamatério cronico LesoOes encontradas

Caso 01 Ausente Nenhuma

Caso 02 Granulomatoso Sialadenite; Micobacteriose
Granulomatoso

Caso 03 Sialadenite; Micobacteriose
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Caso 04

Caso 05

Caso 06

Caso 07

Caso 08

Caso 09

Caso 10

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Intenso

Granulomatoso

Ausente

Ausente

Ausente

Granulomatoso

Moderado

Moderado

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Granulomatoso

Discreto

Granulomatoso

Ausente

Ausente

Ausente

Sialadenite

Sialadenite; Micobacteriose

Nenhuma

Nenhuma

Nenhuma

Sialadenite; Micobacteriose
Sialadenite
Sialadenite
Nenhuma
Nenhuma
Nenhuma

Citomegalovirose
Sialadenite
Sialadenite; Citomegalovirose

Sialadenite; Micobacteriose

Nenhuma
Citomegalovirose

Nenhuma



Caso 22

Caso 23

Caso 24

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Caso 28

Caso 29

Caso 30

Caso 31

Caso 32

Caso 33

Caso 34

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

Ausente
Moderado
Granulomatoso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Discreto
Ausente
Discreto
Granulomatoso
Moderado
Ausente
Ausente
Discreto
Macrofégico difuso

Moderado

Criptococose
Sialadenite
Sialadenite; Micobacteriose
Nenhuma
Citomegalovirose
Criptococose
Citomegalovirose
Sialadenite
Citomegalovirose
Sialadenite
Sialadenite; Micobacteriose
Sialadenite
Citomegalovirose
Citomegalovirose
Sialadenite
Sialadenite; Micobacteriose

Sialadenite

~=-1
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Tabela 11. Tipo de infiltrado inflamatério e lesdes encontradas nas glandulas sublinguais.
A inflamacdo cronica foi classificada em ausente, discreta, moderada, intensa e
granulomatosa (Vargas et al.2003).

Registro Infiltrado Inflamatério cronico Lesoes encontradas
Caso 01 Discreto Sialadenite

Caso 02 Ausente Nenhuma

Caso 03 Moderado Sialadenite

Caso 04 Granulomatoso Sialadenite; Micobacteriose
Caso 05 Moderado Sialadenite

Caso 06 Ausente Nenhuma

Caso 07 Discreto Sialadenite

Caso 08 Ausente Nenhuma

Caso 09 Granulomatoso Sialadenite; Micobacteriose
Caso 10 Ausente Nenhuma

Caso 11 Discreto Sialadenite

Caso 12 Ausente Nenhuma

Caso 13 Granulomatoso Sialadenite; Micobacteriose

Discreto

Caso 14

Sialadenite



Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Caso 22

Caso 23

Caso 24

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Ausente

Intenso

Ausente

Granulomatoso

Ausente

Ausente

Discreto

Granulomatoso

Ausente

Ausente

Ausente

Discreto

Discreto

Nenhuma

Sialadenite

Nenhuma

Sialadenite; Micobacteriose

Criptococose

Citomegalovirose

Sialadenite

Sialadenite; Micobacteriose

Nenhuma

Nenhuma

Nenhuma

Sialadenite

Sialadenite
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