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RESUMO

A saude bucal é essencial a saude do organismo. A integridade organica resulta da
interdependéncia entre as saudes bucal e sistémica. Neste contexto, o diagnédstico
precoce de lesdes que afetam a cavidade bucal pode minimizar ou evitar o
agravamento de diversos processos patologicos. As lesdes reacionais, hiperplasia
fibrosa inflamatoéria e lesdo periférica de células gigantes carecem de estudos
imonohistoquimicos que caracterizem as células do infiltrado inflamatério enquanto,
para as lesdes por paracoccidioidomicoses e os carcinomas espinocelulares bucais
esses estudos sdo escassos. O objetivo desta pesquisa foi identificar por
imunohistoquimica as células presentes no infiltrado inflamatério das quatro
alteragdes patoldgicas relevantes da cavidade bucal: hiperplasia fibrosa inflamatéria,
lesdo periférica de células gigantes, paracoccidioidomicose e carcinoma
espinocelular. O material estudado foi obtido do arquivo do Laboratério de
Anatomopatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul e analisado quanto a presenga dos marcadores: CD4 para deteccéo
de Linfécitos T helper, CD8 para deteccao Linfécitos T citotoxicos, CD68 para
marcagao de macrofagos, e CD57 para marcacdo de Células Natural Killer (NK).
Houve variagdo na distribuicdo dos marcadores imunohistoquimicos das lesdes
pesquisadas. Nas Hiperplasias Fibrosas Inflamatérias predominou CD8 (75%) e
CD68 (62,5%), seguidos de CD57 (12,5%) e nenhuma marcagéo para CD4; nas
lesdes periféricas de células gigantes registrou-se maior marcagdo para CD68
(100%) seguida de CD8 (42,9%) e nenhuma marcagdao para CD4 e CD57; no
carcinoma espinocelular houve predominio de CD68 (100%) acompanhado de CD8
(41,7%) e CD57 (8,3%) com nenhuma marcagdo também para CD4; na
paracoccidioidomicose observou-se paridade entre CD68 e CD8, (42,6% em
ambos), seguido de CD4 (28,6%) e nenhuma marcagdo para CD57. O estudo
demonstrou que as reagdes inflamatdrias na hiperplasia fibrosa inflamatéria e leséo
periférica de células gigantes sao caracteristicas de traumas continuos e infecgoes
secundarias; que no carcinoma espinocelular e paracoccidioidomicose as variagoes
de imunomarcagdo expressam a dinédmica da resposta imunologica de cada
individuo e que, os macrofagos presentes podem ter reduzida a capacidade de
apresentacao de antigenos.

Palavras-chave: hiperplasia fibrosa inflamatdria, lesdo periférica de células gigantes,
carcinoma espinocelular, paracoccidioidomicose, células inflamatarias,
imunohistoquimica



ABSTRACT

Oral health is essential to the health of the organism. The organic integrity results of
the interdependence of both oral and systemic health. In this context, the early
diagnosis of lesions affecting the oral cavity can minimize or avoid the aggravation of
many pathological processes. Reaction lesions, fibrous inflammatory hyperplasia and
peripheral giant cell lesion lack immunohistochemical studies that characterize the
inflammatory cells. Studies are also scarce on lesions for paracoccidioidomycosis
and oral squamous cell carcinomas. The objective of this research was to perform
immunohistochemical analysis of the cells present in the inflammatory infiltrate of the
four relevant pathological changes in the oral cavity: inflammatory fibrous
hyperplasia, peripheral giant cell lesion, paracoccidioidomycosis and squamous cell
carcinoma. Specimens were obtained from the files of the Laboratory of Pathology,
School of Dentistry, Federal University of Mato Grosso do Sul and analyzed for the
presence of labels: detection of CD4 T helper lymphocytes, CD8 for detection of
cytotoxic T lymphocytes, CD68 for labeling macrophages, and CD57 for labeling
natural killer cells (NK). There was variation in the distribution of
immunohistochemical labels of the studied lesions. In fibrous hyperplasia
inflammatory, CD8 (75%) and CD68 (62.5%) predominated, followed by CD57
(12.5%) and no labeling for CD4; the peripheral giant cell lesions reported the highest
label on CD68 (100%), followed by CD8 (42.9%) and no labeling for CD4 or CD57.
As for squamous cell carcinoma, CD68 (100%) predominated, followed by CD8
(41.7 %) and CD57 (8.3%), and no marking was reported for CD4 .Regarding
paracoccidioidomycosis, parity between CD68 and CD8 (both 42.6%) was seen,
followed by CD4 ( 28.6%) and no labeling for CD57. The study demonstrated that
inflammatory reactions in fibrous inflammatory hyperplasia and peripheral giant cell
lesion are characteristics of continuous trauma and secondary infections; that in
squamous cell carcinoma and paracoccidioidomycosis the variations in
immunolabeling express the dynamics of the immune response of each individual;
and that the macrophages present may have the ability of antigen presentation
reduced.

Keywords: fibrous inflammatory hyperplasia, peripheral giant cell lesion, squamous
cell carcinoma, paracoccidioidomycosis,inflammatory cells, immunohistochemical
analysis.
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1 INTRODUGCAO

A saude bucal é parte essencial da saude do organismo humano e do bem
estar social, diretamente relacionada com a melhora da auto-estima. Neste contexto,
entende-se que a integridade organica resulta da interdependéncia da saude bucal e
sistémica; as lesbes bucais colaboram sobremaneira no diagnéstico e
acompanhamento de doencas préprias da cavidade bucal e das sistémicas, nela
manifestadas (ALMEIDA; CORREA, 2003; GALLARRETA et al., 2008; AMARAL;
MIRANDA; PIRES, 2009).

As populagdes menos assistidas na area da saude, em especial a bucal,
podem sofrer perdas parciais ou totais dos dentes (edentulismo). As pessoas
afetadas por estes acontecimentos necessitam do uso de proteses, sendo o
desgaste das proteses e a higienizagao inadequada os fatores que propiciam a
proliferacdo de placas bacterianas. Assim, tais fatores sdo considerados os dois
principais fatores etioldgicos da HFI (Hiperplasia Fibrosa Inflamatdria) (GOIATO et
al., 2005; FALCAO et al., 2009).

Diversos fatores influenciam a saude bucal como, condi¢gao sécio-econémica,
idade, estado nutricional, regionalismo, medicamentos, higiene e doengas
sistémicas. A cavidade bucal responde as agressodes e torna-se campo feértil para o
desenvolvimento de alteragbes patolégicas de gravidade variada (AMARAL;
MIRANDA; PIRES, 2009; UMBELINO JUNIOR, 2010; FERREIRA et al., 2012).

As lesdes prevalentes da cavidade bucal sdo representadas por processos
reacionais, com destaque para as Hiperplasias Fibrosas Inflamatorias (HFI) e Lesao
Periférica de Células Gigantes (LPCG). Embora esses processos se restrinjam ao
ambiente bucal e ndo evoluam para a fatalidade, podem resultar em modificacbes
estruturais que afligem em demasia a vida do paciente (BOMFIM et al., 2008).

A Paracoccidioidomicose (PCM) e o Carcinoma Espinocelular (CEC)
representam as outras alteragbes patoldgicas prevalentes no ambiente bucal.
Ambas constituem enfermidades graves; tem em comum a agressividade que
somada a debilidade organica por elas podem resultar no 6bito. Os pacientes que
sobrevivem a esses processos, apods terapias continuas, e por longo periodo levam
por toda a vida as cicatrizes fisicas e psicoldégicas (PANIAGO et al., 2003;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; MARQUES et al., 2007).
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A PCM é causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis. Endémica na
América Latina e de distribuicdo heterogénea. Acomete a populagdo rural ou
correlata na fase mais produtiva da vida. E embora n&o exista tratamento curativo
para esta infecgdo, o diagndstico precoce e o tratamento podem prevenir a
disseminagdo do fungo. Ressalta-se que, a grande maioria desse diagnostico é
obtida por lesdes bucais. A infeccdo cronica predomina nos adultos e as formas
aguda e subaguda nas criangas ou adolescentes. (PANIAGO et al., 2003;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006;).

A ciéncia tem avangado no combate ao cancer por meio de diagnostico
precoce e terapias orientadas na tentativa de minimizar o sofrimento e alcancar a
cura para esta moléstia de grande letalidade. O CEC representa a neoplasia mais
prevalente na cavidade bucal, tem como causas principais o tabaco e o alcool.
Embora sua letalidade seja considerada alta, diagndstico e tratamento no inicio do
processo pode melhorar a qualidade de vida, a sobrevida ou mesmo alcancar a cura
(BITTAR et al., 2010; BRENER et al., 2007).

Nas lesdes reacionais a literatura carece de pesquisas que esclarecam os
tipos de células leucocitarias presentes. A literatura cientifica ainda é escassa em
relacao a identificacdo das células que constituem o infiltrado inflamatoério nas lesdes
por CEC e PCM

Faltam estudos imunohistoquimicos que identifiquem as células que
compdem o infiltrado inflamatério das lesdes patolégicas da cavidade bucal,

permitindo desta forma inferir a condicao imunolégica do paciente.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesdes bucais

A estomatologia € a especialidade da odontologia que tem por objetivo o
estudo das lesdes bucais e 6rgdos anexos além das repercussdes bucais das

doencas sistémicas. Tal especialidade avalia a saude da cavidade bucal através de
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sinais e sintomas clinicos e de modificagcbes morfofisiolégicas visando o diagndstico
e tratamento dos diversos processos patolégicos (MARCUCCI, 2005).

A expectativa de vida no Brasii e no mundo tem aumentado
consideravelmente nas ultimas décadas e com ela, as alteragbes morfofisiologicas,
que comprometem o organismo como um todo. A cavidade bucal como parte
integrante e indissociavel do organismo reflete em suas estruturas constitutivas os
reveses patologicos sistémicos e alteragbes secundarias devido ao uso de
medicamentos (AMARAL; MIRANDA; PIRES, 2009; NEVILLE, et al.,, 2009;
UMBELINO JUNIOR, 2010).

A evolugdo desses processos patologicos pode determinar lesdes
debilitantes, como deformidades fisicas e comprometimento fisiologico, além de
disturbios emocionais e comportamentais podendo chegar a sequelas anatémica,
funcionais, invalidez e até ébito (FALCAO et al., 2010; FERREIRA et al., 2012).

A identificacédo das lesdes bucais causadas por doengas sistémicas possibilita
o diagnostico precoce, melhor prognostico e melhora na qualidade de vida ou de
sobrevida do paciente. A incidéncia de 60% de lesdes na mucosa bucal oriundas de
doencas sistémicas direciona para a necessidade de se incluir as estruturas bucais
no exame fisico dos pacientes com afec¢gdes imunodermatologicas (COSTA,
SOARES, KOMATSU, ALBUQUERQUE, 2009; RIBEIRO et al., 2012)

As transformacodes estruturais sistémicas que ocorrem com o evoluir dos anos
sao acompanhadas de modificacbes no ambiente bucal, demonstradas por mucosas
atroficas e frageis mais sensiveis as injurias. Desta forma, modificam-se as
frequéncias dos processos patoldgicos relacionados com idade e o género, também
por influéncias genéticas, regionais, comportamentais e socio-econémicas
(COELHO; ZUCOLOTO; LOPES, 2000; TAMARIT-BORRAS et al., 2005; LOPES,
2000; RAMOS et al., 2008; AMADEI et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2009).

Outro dado a se considerar correlaciona as prevaléncias das alteracdes
patolégicas que acometem a cavidade bucal com as variagbes devido a
heterogeneidade dos servigos em diagnosticos, (BERTOJA et al., 2007; BUCHNER,;
SHNAIDERMAN-SHAPIRO; VERED, 2010; HIPOLITO; MARTINS, 2010)

De forma geral, as lesdes mais comuns da cavidade oral descritas na
literatura séo HFIl e LPCG), PCM e CEC (MENEZES FILHO, 1991; PANIAGO et al.,
2003; BARRETO et al., 2006; FERNANDES; BRANDAO; LIMA, 2008; CHEN et al.,
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2010 CARVALHO; SOARES; FERREIRA et al, 2012; FIGUEIREDO, 2012;
PEREIRA et al., 2013).

2.1.1 Hiperplasia fibrosa inflamatéria (HF1)

As HFI sdo processos proliferativos benignos de origem inflamatéria,
induzidos por traumas cronicos em geral, pelo uso de préteses. Estas lesdes
recebem a denominagdo de epulide fissurada, terminologia aplicada a qualquer
tumor de gengiva ou de mucosa alveolar. Seu desenvolvimento caracteriza resposta
tecidual a estimulos mecanicos e cronicos. Na tentativa de se adaptar a nova
situagdo imposta, o tecido conjuntivo em contato com a borda da prétese reage com
a formacao de hiperplasia (COELHO; ZUCOLOTO; LOPES, 2000; NEVILLE, et al.,
2009).

Este crescimento reacional afeta na maioria das vezes individuos do género
feminino portadores de préteses, na faixa etaria dos 41 a 70 anos (FIROOZMAND;
ALMEIDA; CABRAL, 2005; TAMARIT-BORRAS et al., 2005; AMADEI et al., 2009;
PEREIRA et al., 2013).

De acordo com Birman et al. (1981), as regides mais comprometidas
correspondem a gengiva do maxilar e a da mandibula na regido anterior e posterior.

A investigacao de lesbes da mucosa bucal de usuarios de alcool e de outra
droga, em Londres, Inglaterra, demonstrou que a HFI representou 8,8% do total de
casos registrados (HARRIS, 2004).

Outro estudo avaliando 300 idosos, onde 100 eram portadores de protese
total, 42% dos examinados apresentavam algum comprometimento patoldgico.
Houve a prevaléncia de lesbes traumaticas, entre as quais 12% corresponderam a
HFI (papilomatosa), por camara de succdo (FRANCA; SOUZA, 2003).

O crescimento da populagao mundial traz consigo o aumento da populagao
idosa e os altos indices de edentulismo, que se soma as condigdes precarias de
saude bucal, na populacéo brasileira desassistida Estas associagdes, desfavoraveis
para o individuo e seu ambiente bucal colaboram para o incremento das lesdes
reacionais, como a HFI, entre outras, devido ao uso de préoteses mal adaptadas
(BOMFIM et al., 2008; ROSA et al., 2008).
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Levantamentos epidemiologicos de lesbes da cavidade bucal em diversos
estados do Brasil, tais como Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Espirito Santo,
Minas Gerais, Parana, Pernambuco demonstraram a prevaléncia das HFI entre as
lesbes da cavidade bucal. Estes achados foram corroborados por estudos
semelhantes em outros paises, tais como india e Espanha (MORESCO; NORA
FILHO; BALBINOT, 2003; FREITAS, 2004; TAMARIT-BORRAS et al., 2005; MARIN
et al.,, 2007; PRADO; TREVISAN; PASSARELLI, 2010; MARTINELLI et al., 2011;
RAMU, 2012; RODRIGUES, 2012; PEREIRA et al., 2013)

Em geral a HFI afeta a face vestibular da mucosa alveolar, mas pode se
desenvolver na face palatina ou lingual. E formada por massa tumoral de tecido
conjuntivo fibroso, causada por traumatismo de borda de protese total ou protese
parcial removivel com adaptacido inadequada. A massa tecidual é firme e fibrosa e
as vezes eritematosas e ulceradas com dimensdes variadas que podem atingir todo
o rebordo (NEVILLE et al., 2009).

O aspecto microscopico mais marcante é a hiperplasia de tecido conjuntivo
fibroso com feixes conjuntivos densos, usualmente recobertos por epitélio hiper e
paraqueratético, com hiperplasia irregular das papilas. Areas focais de ulceracéo s&o
comuns, especialmente entre as pregas; presenca de infiltrado inflamatério crénico
de intensidade variavel, constituido de linfécitos, plasmadcitos e as vezes neutrofilos
pode ser observada (NEVILLE et al., 2009).

2.1.2 Lesao periférica de células gigantes (LPCG)

A lesao periférica de células gigantes (LPCG) é uma lesao reacional, a
agentes irritantes ou traumas; exofitica, de base séssil ou pediculada. Acomete
exclusivamente a mucosa gengival e rebordo alveolar. Na literatura ndo existem
relatos de casos de localizagbes extragengivais (CAVEZZI JUNIOR; SARTORI;
AGUIAR, 2008; NEVILLE et al., 2009).

Inicialmente este processo foi denominado granuloma reparador de células
gigantes embora, com pouca evidéncia de resposta reparativa; devido ao

predominio de leséo destrutiva, atualmente € descrito como LPCG. Algumas lesoes,
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a semelhanca das neoplasias, apresentam comportamento agressivo e tendem a
recidiva (ADORNATO; PATICOFF, 2001; MARCUCCI, 2005; NEVILLE et al., 2009).

De ocorréncia incomum, mas ndo rara, afeta a mandibula e a maxila e
representa a contraparte dos tecidos moles da lesdo central do osso devido a
similaridade das suas alteragdes microscopicas (KATSIKERIS; KAKARANTZA-
ANGELOPOULOU; ANGELO-POULOUS, 1988; CAVEZZI JUNIOR; SARTORI;
AGUIAR, 2008).

Apesar de a maioria dos autores considerarem o comportamento da LCGP
benigno, ha relatos de diferentes graus de agressividade, detectada por exames
clinicos e radiograficos, relacionados com atividade celular proliferativa, comprovada
por meio de técnicas histoquimicas e ou imunohistoquimicas (DE CARLI et al.,
2008).

Em alguns paises estudos histopatologicos de lesdes reativas hiperplasicas
da boca demonstraram prevaléncias diversas para a LPCG: 18,7% em lIsrael no Ira
64% e na india a 9% (ZAREI; CHAMANI; AMANPOOR, 2007; BUCHNER;
SHNAIDERMAN-SHAPIRO; VERED, 2010; RAMU, 2012; RODRIGUES, 2012).

No Brasil, a LPCG figurou entre as dez lesdes bucais mais prevalentes de
criancas e adolescentes; estudo retrospectivo de processos proliferativos néao
neoplasicos na cavidade bucal a constataram entre as quatro lesées mais
prevalentes (CAVALCANTE et al., 1999; AMADEI et al., 2009).

Na LPCG a lamina prépria apresenta infiltrado inflamatério constituido por
neutréfilos, macrofagos, células ovaladas (miofibroblastos), fibroblastos, células
gigantes multinucleadas que, por vezes, podem apresentar distribuigdo uniforme em
meio a um estroma colagenoso rico em vasos. Podem estar presentes calcificagoes
distroficas ou ossificacbes metaplasicas principalmente na periferia da lesao
(CAPELOZZA; TAVEIRA; PAGIN, 2007; MATOS et al., 2010).

Filioreanu et al., 2009 descreveram que os miofibroblastos e fibroblastos
ativados sdo as células mais importantes na lesdo e, que os miofibroblastos estao
dispostos na regido perivascular e se estendem até o endotélio.

Estudos imunohistoquimicos de LPCG indicam que as células gigantes
multinucleadas exibem atividade osteoclastica e macrofagica,. Tem origem provavel
da fusdao de células mononucleares, embora esta hipétese ainda nao tenha sido
elucidada (TIFFE; AUFDEMORTE, 1997; TIAN; LI; YU, 2003; FRANCA et al., 2010).
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2.1.3 Carcinoma espinocelular (CEC)

O carcinoma espinocelular representa 90% a 95% de todas as neoplasias
malignas que afetam a cavidade bucal (NEVILLE et al., 2009; GASSEN; SILVA,;
MORAES, 2005).

A estimativa deste cancer para 2012, validas para 2013, de acordo com o
Instituto Nacional de Céncer (INCA) foi de 14.170 novos casos, sendo 9.990 em
homens e 4.180 em mulheres. Estes dados representam um risco estimado de 10
casos novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil mulheres. Os estados das
regides centro-sul apresentaram os indices mais elevados da doenca. Os principais
fatores de risco para o cancer de boca podem ser fisicos, quimicos e biologicos;
dentre estes se destacam como agentes etioldégicos do cancer na mucosa bucal,
tabaco, alcool, radiagado solar e virus do Papiloma Humano (HPV) (SANTOS et al.,
2009; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2012).

No mundo s&o diagnosticados mais de trezentos mil casos de céncer bucal
por ano. Estes dados juntamente com a taxa de mortalidade mundial por esta
doencga, 3 a 10%, fazem do cancer bucal um dos grandes problemas de saude
publica (BITTAR et al., 2010).

No microambiente inflamatério e tumoral os macrofagos s&o as células de
defesa mais importantes; atuam na dependéncia da complexa rede de sinalizagao
na qual estao inseridos. Os macrofagos associados ao tumor (TAM) agem de forma
contraditdria, ora combativa, por meio de macroéfagos do tipo 1 (M1), ora supressora
da resposta imune, na presenca de macrofagos tipo 2 (M2) favorecendo o
crescimento do tumor (LIN; KARIN, 2007).

Atualmente, tém-se discutido sobre o importante papel desenvolvido pelos
macrofagos no microambiente tumoral, demonstrando que estes fagocitos podem
apresentar diferentes fenétipos de acordo com sua localidade, como é o caso dos
macréfagos associados a tumores (TAM’s) que apresentam o fendtipo M2. Este tipo
de macrofago € capaz de produzir citocinas inibitérias, além de metaloproteinases e
fatores de crescimento tumoral e vasoendotelial (HAMMES et al., 2007).

No CEC as células epiteliais neoplasicas proliferam em forma de ninhos e de

corddes, degradam a membrana basal e invadem o tecido conjuntivo. Apresentam
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diferentes graus de semelhangca com o tecido de origem, pleomorfismo celular e
nuclear, mitoses atipicas e presenca ou nado de pérolas coérneas. Estas
caracteristicas relacionadas com a diferenciagdo celular permitem graduar a
neoplasia. As neoplasias indiferenciadas sdo de dificil diagnostico e requerem a
técnica de imunohistoquimica para a sua comprovagcdo (MASHBERG; SAMIT, 1995;
NEVILLE et al., 2009).

A prevaléncia desta neoplasia varia de 21% a 47% e, em geral, prevalece
mais em homens com idade acima dos 60 anos. E, neles a manifestacdo da doenca
se da com menos idade que nas mulheres (MENEZES FILHO, 1991; DEDIVITIS et
al., 2004; BRITO et al.,, 2008; TEIXEIRA et al.,, 2009; BATISTA et al.,, 2010;
MOREIRA et al., 2011)

As freqUiéncias sdo mais altas na lingua e no assoalho da boca (DEDIVITIS et
al., 2004; SANTOS et al., 2009; ALVAREZ MARTINEZ et al., 2010).

Estudos imunohistoquimicos sobre a constituicdo do infiltrado inflamatério em
CEC de lingua e labio inferior demonstraram o predominio de linfocitos T CD8 sobre
T CD4 além de, descreverem que o aumento de CD4 foi acompanhado do aumento
do infiltrado inflamatdrio (SILVEIRA, 2007).

A analise imunohistoquimicas do infiltrado inflamatério da regido peritumoral,
constituido na sua maioria por células mononucleares, demonstrou o predominio de
linfécito T citotdxico (CD8) em relagcéo aos linfocitos T helper (CD4). O segundo tipo
de células leucocitarias observadas foi representado pelos linfécitos B (CD20)
acompanhados por macrofagos (CD68) e neutrdfilos (CD15) (VIEIRA, 2009).

2.1.4 Paracoccidioidomicose (PCM)

A PCM ¢é uma micose sistémica causada pelo Paracoccidioides brasiliensis,
cuja lesdo depende da capacidade de induzir no hospedeiro, resposta inflamatéria
cronica granulomatosa. A infecgao € descrita principalmente na América do Sul, com
destaque para o Brasil, Coldmbia, Venezuela, Uruguai, Argentina e América Central.
No Brasil a prevaléncia € maior nos estados de Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul, com taxa de endemia

heterogénea, mas, com graves efeitos incapacitantes e morte prematura o que a
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torna problema de saude publica (PANIAGO et al., 2003; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006; NEVILLE, et al., 2009).

No Brasil foi descrita como a micose sistémica com a mais alta taxa de
mortalidade; nesta constatacdo, a Regido Centro-Oeste respondeu pelo segundo
lugar. Foi considerada a doenga mais prevalente em individuos do género masculino
que desenvolvem atividades agricolas e correlatas com idade entre 30 e 60 anos
(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993; BISINELLI et al., 2001; COUTINHO
et al., 2002; PANIAGO et al., 2003).

O P. brasiliensis € um fungo dimoérfico, termo dependente, que no meio
ambiente apresenta a forma filamentosa, com propagulos infectantes, os conidios. A
infecgcdo primaria ocorre por meio da inalagdo de conidios, que nos pulmdes se
diferenciam em leveduras, forma infectante. Apos a infecgdo se dissemina através
das correntes sanguinea e linfatica atingindo diversos 6rgaos. No entanto sdo as
manifestacdes bucais que permitem com maior frequencia o diagndstico da doencga.
(PALMEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; RASSI
et al., 2009; FORTES et al., 2011;).

O controle da infecgao, por parte do organismo hospedeiro, se efetiva por
meio do desenvolvimento de granulomas densos que requerem resposta imune
celular efetiva, padrdao Th1 (Linfocito T helper tipo 1), caracterizada por liberagao de
citocinas ativadoras de linfocitos TCD4 e TCDS.

A viruléncia do fungo esta associada a glicoproteina de superficie de parede,
a gp43, entre outras, também envolvida no favorecimento da sua fuga dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, além de facilitar sua capacidade de fixagcao
no tecido (KAMINAGAKURA et al., 2007; FORTES et al., 2011;).

As manifestagdes bucais da paracoccidioidomicose sdo mais prevalentes nos
labios, gengivas, palato e lingua). Demonstradas por ulceragcbes com granulacoes,
denominadas moriformes, focais ou multifocais que comprometem mais comumente
as mucosas alveolar, gengival e palatina e os labios (BISINELLI et al., 2001; SILVA,
2007; NEVILLE et al., 2009).

A mucosa bucal exibe hiperplasia pseudoepiteliomatosa e microabcessos
permeados por infiltrado inflamatorio crénico. As formas fungicas est&o livres ou no
interior de células gigantes multinucleadas. Os granulomas sdo bem estruturados ou

frouxamente arranjados, formados por células epitelidides, macrofagos, linfocitos,
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plasmdcitos e células gigantes multinucleadas (NEVILLE et al., 2009; PAGLIARI et
al., 2010).

Estudos de Kaminagakura et al. (2007) identificaram através da
imunohistoquimica as células da resposta inflamatéria induzidas pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis. Os marcadores para a presenga de macréfagos
(CD68), populacéo global de linfécitos (CD45), linfécitos T (CD4 e CD8), linfécito B
(CD20), granulocitos (CD15), Natural killer (CD57) e células de Langerhans (S100)
foram localizados na resposta tecidual caracterizada por microabscessos, reagao
nao granulomatosa e granulomas densos. Os granulomas densos mostraram no
centro células CD68 e CD4; na periferia predominio de linfocito CD45, com énfase
para os CD4, células CD8 e S100 em menor numero e, poucas CD20. Entretanto,
nas reagdes nao granulomatosas houve equilibrio entre os linfécitos CD4 e CD8
mescladas por células CD68; menor numero de células gigantes multinucleadas e
estruturas fungicas mais abundantes. Nos microabcessos houve predominio quase
exclusivo de células CD15.

Pagliari et al. (2010) associaram a densidade dos granulomas ao tipo de
resposta imune: granulomas compactos foram associados a resposta imune Th1;
granulomas frouxos a resposta Th2 e, um terceiro padrdao de resposta, formado
pelos dois tipos de granuloma e citocinas de respostas Th1 e Th2. Para os autores,
embora os linfécitos T CD4 sejam as principais células da resposta imune celular na
PCM, as células T CD8 e as NK sao pouco abordadas, entretanto agem através da
liberagao de granzima e perforina.

Poucos estudos caracterizam a resposta imune nas lesdées bucais induzidas
pelo Paracoccidioides brasiliensis (KAMINAGAKURA et al., 2007; PAGLIARI et al.,
2010).

2.1.5 Inflamacgao

A Inflamacgao € a capacidade de o organismo responder as agressodes visando
a destruicdo do agente etioldgico e a reparagdo da area lesada por cicatrizagédo ou
regeneragao. Este processo possui células capazes de fagocitar e destruir micro-

organismos e ceélulas malignas por meio espécies reativas de oxigénio e enzimas.
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Estas células compdem o infiltrado inflamatério constituido por leucécitos como
neutrdfilos, linfocitos, macrofagos, entre outros (CONSOLARO, 2009).

Os linfécitos podem ser divididos em trés grandes grupos, os linfocitos T, B e
as células Natural Killer (NK). Os linfocitos T, por sua vez, sdo representados pelos
subtipos: T CD4 (helper) e T CD8 (citotoxico). As células T CD4 ativadas liberam
citocinas que modulam a resposta de macréfagos, linfocitos T CD8, linfécitos B e
outras células. Ja as células NK atuam em consonancia com os linfocitos TCDS8,
eliminando células infectadas ou neoplasicas (CONSOLARO, 2009).

Com a fungao de destruir particulas maiores temos os macrofagos, que apds
fagocitose de micro-organismos ou de células cancerosas promovem a
apresentacao de peptideos no contexto de moléculas de MHC de classe Il, ativando
linfocitos T CD4 especificos, aptos na sintese de citocinas que incrementardo a sua
eficiéncia fagocitica e a expansdo de linfécitos T CD8 especificos ao
reconhecimento de antigenos tumorais e de micro-organismos (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008b).

Os macrofagos associados ao tumor, denominados de (TAM), podem
apresentar os fenétipos M1 e M2 dependendo dos sinais do microambiente. Quando
ativados de forma classica, caracterizada por producgao de INF-y (Interferon gamma),
TGF-a (Fator de necrose tumoral alfa), direcionam-se para o tipo M1 que
apresentam alta capacidade de fagocitose e de geracdo de espécies reativas de
oxigénio, capazes de destruir células neoplasicas e fungos. Se de forma alternativa,
por meio de citocinas supressoras, com a sintese de IL4, IL10 e IL-13, orienta-os
para o tipo M2, relacionados ao recrutamento, sobrevivéncia e multiplicagdo do
cancer, maior secrecao de citocinas antiinflamatdrias e fatores de crescimento, que
inibem a resposta do organismo as agressoes, favorecem a proliferagdo neoplasica
e as metastases através da liberacdo de fatores de crescimento e formacgao de
novos vasos. A polarizagdao para M1 ou M2 demonstra alternancia dinamica no
conjunto de ativagcdo dessas células. (CONDEELIS; POLLARDS, 2006; SICA;
MONTOVANI, 2006; HAMMES, 2007).

As alteragcbes patologicas da boca desempenham papel de destaque no
planejamento em saude, participando diretamente na prevengcdo de diversas
doencas demonstradas por lesdes primarias ou secundarias, oriundas de disturbios
sistémicos. O conhecimento destes processos favorece o diagnéstico precoce e

tratamento adequados. Desta forma pode minimizar os danos causados ou mesmo
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obter a cura; na sua impossibilidade, melhorar a qualidade de vida (NEVILLE et al.,
2009).

Considerando que a literatura é escassa em estudos relacionados a deteccéo,
através de imunomarcacgao, das células que compdem o infiltrado inflamatoério nas
lesdes causadas por CEC e PCM e, ausente para HFI e LPCG, este trabalho
representa um importante estudo, sendo pioneiro em nossa regiao e contribuira com
a literatura basica sobre esse tema, para a elucidagdo de aspectos ligados a

prognéstico e tratamento destes processos.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Identificagdo por imunohistoquimica das células do infiltrado inflamatério das

lesdes bucais: por anticorpos anti-CD8, anti-CD4, anti-CD57 e anti-CD68.

3.2 Especifico

¢ Identificar por IHQ as células do infiltrado inflamatério de pacientes com:
o0 Hiperplasia Fibrosa Inflamatoria;
0 Leséo Periférica de Células Gigantes;
o Carcinoma Espinocelular e

o Paracoccidioidomicose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacédo do estudo

Este estudo -caracteriza-se como uma pesquisa qualitativa descritiva
seccional, de dados secundarios, baseada na caracterizacdo das células do
infiltrado inflamatério de lesbes bucais de pacientes com Hiperplasia Fibrosa
Inflamatoria, Lesdo Periférica De Células Gigantes, Carcinoma Espinocelular e
Paracoccidioidomicose imunomarcadas pelos anticorpos anti-CD8, anti-CD4, anti-
CD57 e anti-CD68.

4.2 Amostras, coleta, selecdo, critério de inclusdo e analise histopatoldgica

Foram utilizados neste estudo material emblocado em parafina, obtidos do
arquivo do Laboratério de Anatomopatologia da Faculdade de Odontologia (Faodo)
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Este material foi
proveniente de bidpsias de lesbes de cavidade bucal, realizadas por profissional
odontdlogo, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Rosana Mara Giordano de Barros
(anexo I).

Cada amostra foi colhida por bidpsia excisional e incisional utilizando
anestesia infiltrativa com octopressin 3%, material cirirgico como cabo de bisturi tipo
Baden-Parker e lamina de bisturi 15¢, curetas de periodontia, tesouras de pontas
rombas, porta agulha, agulha e fio de sutura de nylon 0,4, gerando o minimo de
desconforto possivel ao paciente. Apds o procedimento o paciente foi medicado com
analgésico.

Os fragmentos obtidos foram fixados em formol a 10%, emblocados em
parafina e encaminhados para analise histopatolégica com a técnica classica de
Hematoxilina e Eosina. As laminas foram observadas em microscépio Optico nos

aumentos de 40, 100 e 400 vezes por patologista bucal.
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Foram selecionadas para analise imunohistoquimica, amostras das quatro
lesdes prevalentes, previamente diagnosticadas por histopatologia, provenientes do
servico de anatomopatologia da Faodo — UFMS, independente de etnia, género,
idade e condigao social, entre julho de 2011 e julho de 2012. A partir dos casos
selecionados foram obtidos novos cortes histoléogicos para a avaliagéao

imunohistoquimica.

4.3 Imunohistoquimica

A anadlise imunohistoquimica (SANTOS et al.,1999) de marcacéo simples foi
realizada em cortes histolégicos medindo cerca de 3um de espessura, estes foram
estendidos em laminas de vidro Ilimpas previamente tratadas com 3-
aminopropyltrietoxi-silano (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EUA). As laminas
com os cortes foram levadas a estufa a 60°C e |a deixadas por 24 horas para melhor
adesao do tecido.

Os referidos cortes foram submetidos a recuperagao antigénica em calor
umido com tampéo citrato pH 6,0 10 mM, com excegdo do marcador CD4 cujo
tampao utilizado foi EDTA pH 8,0 0,05M. Posteriormente ao bloqueio da peroxidase
endégena com H»O, 10 vols, foram aplicados sobre os cortes os anticorpos
primarios anti-CD4 (Invitrogen®, clone: 1F6) para deteccao de Linfocitos T helper,
anti-CD8 (Spring Bioscience®, clone: SP16) para detecgdo Linfocitos T citotdxicos,
anti-CD68 (Dako®, clone: KP1) para marcagdo de macréfagos e anti-CD57
(Invitrogen®, clone: NK-1) para marcacdo de Células Natural Killer (NK), todos
previamente diluidos em tampao PBS com albumina a 1%, de acordo com
padronizacao prévia. As laminas foram entdo levadas a incubagao a 37°C por 30
minutos e overnigth a 4°C.

A deteccao dos anticorpos primarios ocorreu pelo método da estreptavidina-
biotina (ABC), utilizando o sistema de detecgdo LSAB+ Sys HRP (Dako cdodigo
K0690) e o cromégeno Diaminobenzidina (DAB) 60mg%. Posteriormente as laminas

foram e contracoradas com hematoxilina.
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4.4 Andlise das laminas imunomarcadas

As laminas foram observadas em microscoépio 6ptico com objetiva de 10X e
40X, por dois observadores independentes (Kappa = 0,71). Os casos de leitura
discordante foram analisados concomitantemente pelos observadores, a fim de se
produzir um consenso.

A quantificacdo das células imunomarcadas foi realizada de forma subjetiva,
avaliando-se 10 campos aleatdrios e classificando-os em zero, um e dois, de acordo
com a quantidade de células coradas, correspondentes a: auséncia, pequena e
grande quantidade de células imunomarcadas, respectivamente (PADOVANI, 2013).

A captura foi feita através do Sistema de Captura e Analise de Imagem e de
Morfometria, o que permitiu maior resolucdo e identificacdo correta para a
documentagdo. Foram consideradas células imunomarcadas as que exibiam
caracteristicas microscopicas de linfocitos e macréfagos, tais como nucleo central
maci¢co preenchendo a maior parte do citoplasma; outras, nucleos grandes,

arredondados ou alongados e citoplasma abundante.

4.5 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi submetido a apreciagdo do Comité de ética para pesquisa

em seres humanos sob o protocolo n° 2018 (Anexo Il) de 10 de junho de 2011.

5. RESULTADOS

5.1 Classificacao histopatologica das amostras

ApOs observagao microscépica e analise dos laudos emitidos pelo Laboratério

de Anatomopatologia da FAODO da UFMS, as amostras analisadas foram
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classificadas segundo as alteragdes histopatoldgicas e a distribuicdo destas pode
ser observada na figura 1, com predominio para o carcinoma de células escamosas

representando 12 casos do total analisado (35,5%).

Figura -1 DistribuicAdo das amostras de lesdo bucal obtidas no Laboratério de
Anatomopatologia da Faculdade de Odontologia (Faodo) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) em Campo Grande, MS — julho de
2011 - julho 2012 (n=34)

# HF|
BLPCG
B CEC

B PCM

Nota: HFI= hiperplasia fibrosa inflamatéria; LPCG=lesédo periférica de células gigantes; CEC=
carcinoma espinocelular e PCM= paracoccidioidomicose

5.2 Analise das amostras classificadas como Hiperplasia Fibrosa Inflamatoria
(HFI)

As amostras classificadas como HFI, foram confirmadas por apresentarem
alteragbes microscopicas identificadas como epitélio pavimentoso estratificado
paraqueratinizado, acantoético e hiperplasico, sustentado por lamina propria com
intensa proliferagao fibroblastica, deposi¢cao de fibras colagenas, vasos sanguineos
e infiltrado inflamatério mononuclear de intensidade variavel, constituido por
linfécitos, plasmdécitos e macrofagos. Os linfocitos se dispdem infiltrando o epitélio,
em dareas focais ou na lamina prépria imediatamente abaixo do epitélio (Figura. 2).

A distribuicdo dos imunomarcadores, observada na tabela 1, relativos a HFI

demonstra predominio de grande quantidade de linfocitos T citotdéxicos(CD8)
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imunomarcados, seguido de macréfagos (CD68) também em grande quantidade e

menor quantidade de células NK (CD57).

Tabela 1 — Distribuicdo de marcadores imunohistoquimicos nas amostras classifica-
das como HFI no Laboratério de Anatomopatologia da Faculdade de
Odontologia da UFMS em Campo Grande, MS — julho de 2011 - julho

2012 (n=8)
Escores
Marcadores 0 1 2
n (%) n (%) n (%) Total
CD4 7 (87,5%) 1(12,5%) - 8 (100%)
CD8 - 2 (25%) 6 (75%) 8 (100%)
CD68 3 (37,5% - 5 (62,5%) 8 (100%)
CD57 2 (25%) 5 (62,5%) 1(12,5%) 8 (100%)

Nota:escore 0= auséncia de marcagao; escore 1= pequena quantidade de células imunomarcadas e
escore 2= grande quantidade de células imunomarcadas. HFI= hiperplasia fibrosa inflamatéria
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) Tonsila humana controle positivo para
CD57 40X. (b) Tonsila humana controle negativo para CD57 40X. (c) HE 40X e (d) Células
imunomarcadas para CD57 40X (setas)
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5.3 Analise das amostras classificadas como Lesao Periférica de Células
Gigantes (LPCG)

As amostras consideradas como Lesado Periférica de Células Gigantes
(LPCG) foram confirmadas por apresentarem as seguinte caracteristicas
microscopicas: massa tumoral sdlida circunscrita com concentragdes variaveis de
células gigantes multinucleadas permeadas por tecido conjuntivo fibroso com ou
sem trabéculas O&sseas, vasos sanguineos congestos e infiltrado inflamatoério
constituido por linfocitos, células epitelidides (ovaladas) e células gigantes
multinucleadas. (figura 3).

A imunomarcacdo para LPCG, evidenciada na tabela 2, demonstra o
predominio de células CD68 positivas em grande quantidade, caracterizadas como
macrofagos, seguido da presenga em pequena quantidade de linfocitos T citotoxicos
(CD8) e células NK (CD57).

Tabela 2 — Distribuicdo de marcadores imunohistoquimicos nas amostras classifica-
das como LPCG no Laboratério de Anatomopatologia da Faculdade de
Odontologia (Faodo) da Universidade Federal de Mato Grosso Sul
(UFMS) em Campo Grande, MS — julho de 2011 - julho 2012 (n=7)

Escores
Marcadores 0 1 2 Total
n (%) n (%) n (%)
CD4 6 (85,7%) 1(14,3%) - 7 (100%)
CD8 1(14,3%) 3 (42,9%) 3 (42,9%) 7 (100%)
CD68 - - 7 (100%) 7 (100%)
CD57 4 (57,2%) 3 (42,9%) - 7 (100%)

Nota:escore 0= auséncia de marcagao; escore 1= pequena quantidade de células imunomarcadas e
escore 2= grande quantidade de células imunomarcadas. LPCG=lesao periférica de células gigantes
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Leséo de cavidade bucal classificada com.o LPCG. (é) Tonsila humana controle positivo pa

ra CD8 40X. (b) Tonsila humana controle negativo para CD8 40X. (c) HE 40X e (d) Células imuno-

marcadas para CD8 40X

Figura 3
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5.4 Andlise das amostras classificadas por Carcinoma Espinocelular (CEC)

As amostras identificadas como CEC, foram comprovadas por exibirem a
microscopia células epiteliais neoplasicas permeadas por infiltrado inflamatdrio
mononuclear constituido por linfécitos, plasmoécitos e macréfagos. As células
neoplasicas, com diferentes graus de diferenciagdo possuiam aumento da relagao
nucleo citoplasmatica, mitoses atipicas, figuras bizarras e pérolas corneas de
dimensdes variaveis sustentadas por escasso tecido conjuntivo (figura 4).

A imunomarcagao para CEC, demonstrada na tabela 3, apresenta presenca
de macrofagos (CD68) em grande quantidade, em todas as amostras observadas,

acompanhado da presenca em pequena quantitade de células Natural killer (CD57).

Tabela 3 — Distribuicdo de marcadores imunohistoquimicos nas amostras classifi-
cadas como CEC no Laboratério de Anatomopatologia da Faculdade de
Odontologia da UFMS em Campo Grande, MS — julho de 2011 - julho

2012 (n=12)
Escores
Marcadores 0 1 2 Total
n (%) n (%) n (%)
CD4 9 (75%) 3 (25%) - 12 (100%)
CD8 2 (16,7%) 5 (41,7%) 5 (41,7%) 12 (100%)
CD68 - - 12 (100%) 12 (100%)
CD57 2 (16,7%) 9 (75%) 1(8,3%) 12 (100%)

Nota:escore 0= auséncia de marcagao; escore 1= pequena quantidade de células imuno-marcadas e
escore 2= grande quantidade de células imunomarcadas. CEC= carcinoma espinocelular
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Figura 4 — Les&o de cavidade bucal classificada como CEC. (a) Tonsila humana controle positivo
para CD68 40X (b) Tonsila humana controle negativo para CD68 40X. (c) HE 40X e (d) Células

imunomarcadas para CD68 40X
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5.5 Analise das amostras classificadas por Paracoccidioidomicose (PCM)

As amostras classificadas como lesdes bucais resultantes da
paracoccidioidomicose, foram caracterizadas por mostrarem reacdo inflamatoria
granulomatosa com granulomas bem estruturados ou nado e micro-abcessos.
Estruturas leveduriforme foram vistas no interior de células epiteliais, no centro dos
abscessos, dispersas pela matriz extracelular ou no interior de células gigantes, no
centro dos granulomas. O infiltrado inflamatério foi constituido por macréfagos,
linfocitos, plasmacitos, células epitelidides, células gigantes, neutrofilos e poucos
eosinofilos (figura 5).

A anadlise imunohistoquimica demonstrou paridade entre a presenca em
grande quantidade e pequena quantidade de linfécitos T citotdéxicos (CD8) e
macrofagos (CD68), predominio de células NK (CD57) em pequena quantidade e

poucas amostras (28,6%) com linfécitos T helper (CD4).

Tabela 4 — Distribuicdo de marcadores imunohistoquimicos nas amostras classifi-
cadas como lesdes bucais por PCM no Laboratério de Anatomopatologia da
Faculdade de Odontologia da UFMS em Campo Grande, MS — julho de 2011 - julho
2012 (n=7)

Escores
0 1 2
Marcadores n (%) n (%) n (%) Total
CD4 4 (57,2%) 1(14,3%) 2 (28,6%) 7 (100%)
CD8 - 4 (57,2%) 3 (42,9%) 7 (100%)
CD68 - 4 (57,2%) 3 (42,9%) 7 (100%)
CD57 1(14.3%) 6 (85.7%) - 7 (100%)

Nota:escore 0= auséncia de marcagao; escore 1= pequena quantidade de células imunomarcadas e
escore 2= grande quantidade de células imunomarcadas. PCM= paracoccidioidomicose
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Figura 5 — Les&o de cavidade bucal resultante da paracoccidioiomicose. (a) Tonsila humana controle
positivo para CD4 40X. (b) Tonsila humana controle negativo para CD4 40X. (c) células imunomarca-
das para CD4 40X e (d) HE 40X
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6 DISCUSSAO

No presente estudo a prevaléncia de lesdes bucais representadas por HFI 8
(23,5%), LPCG 7 (20,6%), CEC 12 (35,5%) e PCM 7 (20,6%) é similar a outros
registros no Brasil e no exterior (MORESCO; NORA FILHO; BALBINOT, 2003;
FREITAS, 2004; TAMARIT-BORRAS et al., 2005; BERTOJA et al., 2007; MARIN et
al., 2007; KIUNER; SCARSANELLA, 2008; PRADO; TREVISAN; PASSARELI, 2010),
tendo em vista que as lesGes descritas nos trabalhos citados apresentavam
similaridade entre as caracteristicas consideradas neste estudo, tal resultado
representa a escolha de uma populacdo homogénea e representativa dentro de
cada lesao.

A deteccdo dos marcadores imunohistoquimicos CD4 (linfocitos T helper),
CD8 (linfécito T citotoxico), CD68 (macrofagos) e CD57 (Natural killer) para células
do infiltrado inflamatério nas lesdes propostas, permite determinar o tipo celular,
enquanto a histopatologia se restringe a identificar a célula. Tal fato € importante
porque mediante a caracterizacdo do tipo celular podemos avaliar o status
imunoldgico do paciente, aumentando as possibilidades de controle ou cura por
meio da orientagao terapéutica adequada.

As lesdes por HFl e LPCG constituem processos reacionais em resposta as
agressdes continuas e de baixa intensidade, tais como proteses mal adaptada ou
desgastadas, ocasionando trauma, resultando em necrose que induz reagao
inflamatodria (SANTOS; COSTA; SILVA NETO, 2004; CAPELOZZA; TAVEIRA;
PAGIN, 2007; MATOS et al., 2010). Devido a essas caracteristicas comuns tais
processos serao abordados conjuntamente na discusséao.

Nas lesdes reativas HFI e LPCG, houve alternancia no tipo celular
predominante. Na HFI os linfécitos T (CD8), em seis casos (75%) prevaleceram
sobre os macrofagos (CD68), com 5 casos (62,5%) enquanto, nas LPCG ocorreu o
oposto, demonstrado por meio do predominio de macréfagos (CD68) na totalidade
dos casos, 7 (100%) sobre os linfécitos (CD8), 3 (42,9%). Nas HFI as células T CD8
encontravam-se nos focos inflamataorios, infiltrando o epitélio e na lamina propria, tal
como descrito por Badauy et al. (2005) que registrou a resposta inflamatéria em
infeccoes bucais por Candida. Em ambos os processos patolégicos nao se

observou marcagao relacionada aos linfocitos T CD4, provavelmente por estarem
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relacionados a mecanismos inibitérios de apresentagcdo do antigeno, considerando
que este seria processo inicial que atrairia essa populagao para o local. Ja as células
Natural Killer (CD57) tiveram apenas 1 registro (12,5%), no entanto esta deficiéncia
nao é relevante neste contexto pois, sua funcao foi suprida pela preponderancia dos
linfocitos T citotoxicos que da mesma forma que as células Natural Killer sintetizam
granzimas e perforinas (MESQUITA Jr et al., 2010)

Considerando que o desenvolvimento de lesées de continuidade, oriundas de
processos traumaticos na mucosa bucal possam predispor a infeccdes por Candida
sp, tal fato justificaria a prevaléncia de linfécitos T (CD8); a diferenga na
proporcionalidade de CD8 entre as lesdes reativas provavelmente expressem fases
distintas da evolugao da resposta imunologica.

A presenca de macrofagos, células CD68, neste estudo é relevante e
caracteriza uma das suas fungdes, a limpeza de restos necréticos apds traumas
repetitivos (MESQUITA Jr et al., 2010).

As células da resposta inflamatéria obedecem ao mesmo padrdao de
marcagao nas lesdes HFl e LPCG com ressalvas para o maior potencial patolégico
da LPCG e, a maior possibilidade de infec¢do por Candida sp na HFI (BADAUY et
al., 2005; PETRIS et al., 2008). Nossos achados foram pioneiros em relagdo a
LPCG, e contribuiram com o estudo escasso encontrado para a HFI além de,
demonstrarem que as reagdes inflamatorias resultam de traumas continuos e
infecgdes secundarias.

A resposta imunolégica nas lesbes representadas por CEC e PCM obedece
ao mesmo padrdao e podem ocorrer de forma concomitante, conforme estudo
realizado por Rodrigues et al., 2010, permitindo assim que sejam discutidas em
paralelo. Em ambos os eventos as fases iniciais se caracterizam por predominio de
resposta Th1, maior secrecdo de fatores pré-inflamatérios os quais se mostram
inibidos nas fases finais, indicando a sobreposi¢cao da resposta Th2 sobre a Th1. A
resposta imune celular Th1 demonstrada por maior producéo de IFN-y por linfécitos
T, que agindo sobre macrofagos estimulam a sintese de substancias capazes de
destruir células cancerosas e micro-organismos; além de estimularem os linfocitos T
auxiliares. Estes por sua vez liberaram citocinas promovendo a auto-estimulagao e a
estimulagcdo de mais linfécitos TCD8. A fase final caracteriza-se por secre¢ao de IL-

10 e IL-4 que suprimem a resposta imune celular demonstrando o predominio da
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resposta humoral, Th2, ineficaz no combate a fungos e células neoplasicas malignas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008a).

Nossos achados demonstraram que em todos os casos de CEC predominou
a marcacado de macréfagos (CD68), comprovando sua importancia no processo
imunoldgico de resposta ao cancer. Entretanto, os macrofagos do ambiente tumoral
podem representar prognésticos divergentes. Tanto que, Arantes, Costa e Batista
(2011), descreveram maior propor¢do de CD68 em CEC metastatico quando
comparado ao nao metastatico. Estudos recentes procuram esclarecer esta
aparente incoeréncia demonstrando que a evolugao ou o controle do cancer esta na
dependéncia do fendtipo dos macréfagos associados a tumores (TAM)
predominantes na area tumoral (SICA; MONTOVANI, 2006; HAMMES et al., 2007;
ALLAVENA et al., 2008).

Neste estudo apenas detectou-se a marcagao de macréfagos sem diferencia-
los entre os padrdes M1 e M2. Ao considerarmos o predominio de macrofagos e a
escassez de CD4 nesse grupo (CEC e PCM), podemos inferir que ndo ha
apresentacdo antigénica adequada, provavelmente devido a incapacidade de
reconhecimento de antigenos no contexto da molécula MHC de classe I,
caracterizando agdes de macrofagos tipo 2, baixa producdo de INF-y, citocina
indutora da expressédo de MHC II.

No CEC a proporgao entre células CD4 e CD8 demonstrou o predominio total
dos linfécitos CD8, o que concordada com as descricdes de Silveira (2007). A
auséncia de CD4 evidencia o predominio da acdo anti-inflamatéria da IL-10,
interleucina mais importante na regulacdo da resposta imunitaria humana,
provavelmente produzida pelos macréfagos M2 (OPAL; DEPALO, 2000).

Neste mesmo processo a marcagao das células NK correspondeu apenas a
8,3% dos casos, sendo discreta quando comparada aos demais linfocitos e nao foi
demonstrada na PCM. As duas situagdes vém mais uma vez demonstrar o
predominio para o padrao M2 através da estimulacio discreta ou inexistente de INF-
2

As imunomarcacgdes das lesdes por PCM demonstraram equilibrio entre
macrofagos, CD68 e linfécitos T citotoxicos, CD8 que representaram 42,9% dos
casos; ja os linfocitos T CD4 exibiram praticamente a metade desses valores com
28,6%. Estes achados sdo compativeis com a resposta imunoldgica Th2

desencadeada na PCM, assinalada por reacao inflamatéria constituida por
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granulomas frouxamente arranjados (Fortes et al., 2010). Kaminagakura et al., 2007
descreveram equilibrio entre as populagdes de células T CD4 e T CD8 nos
granulomas densamente constituidos e prevaléncia de linfécitos T CD8 nas regides
de granulomas frouxamente arranjados. A aparente discordancia deve-se ao
dinamismo da resposta imunolégica que esta na dependéncia da via de ativagdo dos
macrofagos em vigéncia. Pagliari et al. (2010) também demonstrou o predominio de
linfécitos T CD8 sobre células NK em lesées mucosas com granulomas frouxos ou
compactos ou com ambos os tipos, ressaltando a sua importancia na eficacia da
resposta imunoldgica ao fungo.

O estudo demonstrou que as variagdes de imunomarcagao nas lesées por
CEC e PCM expressam fases na dinamica da resposta imunolégica de cada
individuo. Nas duas situacbes podemos inferir que tanto o micro-ambiente
neoplasico como o infeccioso convergem para a orientagdo responsiva em que
predomina os macrofagos com fendtipo M2. O direcionamento da resposta
demonstra a susceptibilidade do sistema imunoldégico frente ao CEC e ao PCM.

A despeito de os processos inflamatdrios cronicos representarem uma forma
de resposta robusta as agressdes, a presenga de macréfagos do tipo M2 torna o
campo fértil para a sua perpetuacao e de proliferagdes cancerosas. O fenétipo M2
produz diversos fatores estimulantes do crescimento dentre os quais se destacam o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento fibroblastico
(FGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF); no ambiente
neoplasico prevalece o desequilibrio entre os fatores pré e anti-angiogénico onde o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) desempenha papel fundamental
promovendo a formacdo de novos vasos, favorecendo a proliferacdo de células
cancerosas e metastases (O'BRIEN; SCHEDIN, 2009).

Esta pesquisa evidenciou que nas quatro lesdes estudadas preponderaram as
imunomarcagdées para macrofagos (CD68) e linfocito T citotoxico (CD8) sobre
linfécitos T auxiliar (CD4) e células Natural Killer. Observa-se que embora os
macrofagos tenham se destacado entre as células com maior numero de
imunomarcacgoes sua funcao efetora foi drasticamente modificada provavelmente por
comprometimento da capacidade de apresentacdo de antigenos. Este achado foi
demonstrado por descrigdo de menor numero de linfocitos T CD4 imunomarcados.

Além disso, sugere também que os macréfagos em questdo, representem células
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orientadas para o fenétipo M2, apds exposi¢cao a moléculas anti-inflamatérias como
IL-4 e IL-10.

Caso o reconhecimento de antigenos tivesse ocorrido por linfocitos TCD4,
esses direcionariam, muito provavelmente, a resposta imunoldgica para Th1 com a
diferenciagcdo dos macrofagos para o tipo M1, desta forma combatendo os agentes
agressores.

Os macrofagos do tipo 2 além de constituirem grupo de células com baixo
capacidade de apresentagdo de antigenos, produzem fatores que inibem a
proliferacdo e a atividade de células T; impedem a secrecao de INF-y, que atua
sobretudo, promovendo a ativacdo e amplificacdo da capacidade de fagocitose por
macrofagos e aumenta a expressdo do MHC-classe I, ampliando as possibilidades
de apresentagdo do antigeno. Macrofagos ativados produzem radicais lesivos
derivados do oxigénio e do 6xido nitrico (NO), capazes de destruir fungos e células
neoplasicas (MONTOVANI et al., 2002)

Demonstra-se desta forma o menor desempenho funcional de macrofagos,
em detrimento de marcacbdes escassas ou nulas para células Natural Killer em
lesdes por PCM, Pagliari (2010), mesmo na auséncia destas células, descreveu
quantidades adequadas de grazimas secretadas por células CD8. Diante do exposto
podemos inferir que a auséncia ou a deficiéncia de células NK nao resulta em
prejuizo a defesa imunoldgica nestes processos patoldgicos, considerando que a
capacidade citotoxica dos linfécitos T CD8 pode compensar a escassez de células
Natural Killer.

7 LIMITACOES DO ESTUDO

As amostras por serem provenientes de bidpsias eram constituidas por
pequenos fragmentos. Como houve necessidade de se refazer cortes histoldgicos e
nao poderiamos fazer novas bidpsias, se tornou obrigatério novo procedimento para
emblocar os fragmentos, a fim de se obter maior extensdo de corte para as
imunomarcacgoes. Este fato ndo nos permitiu examinar cortes obtidos em série nas

diversas marcagdes imunolégicas efetuadas.
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8 CONCLUSAO

Houve diferenca na detecgao de células inflamatérias por Imunohistoquimica
nas alteragcbes patoldgicas de Hiperplasia Fibrosa Inflamatdria, Lesao Periférica de
Células Gigantes, Cacinoma Espinocelular e Paracoccidioidomicose. Macréfagos
(CD68) predominaram no Carcinoma Espinocelular e Les&o Periférica de Células
Gigantes. Macrofagos e linfécitos T citotdxicos (CD8) na Paracoccidioidomicose e

linfécitos T citotoxicos (CD8) na Hiperplasia Fibrosa Inflamatdria.
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