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RESUMO 

 

O Ensaio do linfonodo local murino (LLNA) foi desenvolvido como uma alternativa 
aos testes de Buhler e Maximização. Esse teste é utilizado com o objetivo de 
discriminar substâncias capazes de induzir dermatite de contato e tem como 
desfecho a quantificação celular nos linfonodos auriculares de camundongos. 
Esse ensaio embora recomendado por agências internacionais envolvidas no 
desenvolvimento de metodologias alternativas (ICCVAM e ECVAM), ainda 
necessita de aprimoramento, isso porque o desfecho de proliferação se mostrou 
falho principalmente quando substâncias de ação sensibilizante fraca ou 
moderada foram o alvo da investigação. Neste contexto, o presente estudo teve 
como objetivo a padronização do método LLNA alternativo, através da 
quantificação de proliferação celular utilizando um reagente não radioativo (BrdU). 
Além disso, possíveis diferenças nos padrões de subpopulações linfocitárias entre 
camundongos tratados com substâncias irritantes e sensibilizantes foram também 
investigadas, com o objetivo de buscar um aprimoramento do teste. Para tal fim, 
os animais foram tratados com os sensibilizantes dinitroclorobenzeno (DNCB) e 
parafenilenidiamina (PPD) e os irritantes lauril sulfato de sódio (LSS) e tritonX-100 
(TX-100), por 3 dias consecutivos no dorso de ambas as orelhas. As 
subpopulações foram analisadas por citometria de fluxo e por imunofluorescência. 
A citocina TNF-α no soro desses animais e possíveis alterações patológicas nas 
orelhas dos animais foram também analisadas. Os resultados obtidos 
demonstraram um aumento no número de células nos linfonodos de animais 
tratados com sensibilizantes e irritantes, quando comparados com os controles, 
porém um aumento da proliferação celular medida por BrdU foi observado apenas 
para os grupos tratados com as substâncias sensibilizantes. Além disso, o número 
absoluto das subpopulações de células CD4+, CD8+ e B B220+ foi maior para os 
grupos tratados com os sensibilizantes. Um aumento nas subpopulações 
CD4+CD25+ e CD4+CD69+ foi observado principalmente para substâncias 
sensibilizantes. Uma quantidade de TNF-α 4 vezes maior foi encontrada no soro 
dos animais tratados com os sensibilizantes, quando comparados aos grupos 
tratados com o controle. Nenhuma diferença foi vista nos estudos histopatológicos 
das orelhas dos animais. Com os resultados obtidos foi possível concluir que: a 
padronização do LLNA foi possível; o CD25 foi o mais promissor dentre os 
estudados na tentativa de avaliar uma alternativa ao desfecho de proliferação; a 
subpopulação de células CD8+ parece ter uma função prioritária na DCA; a 
citocina TNF-α poderia ser uma forte candidata para identificação de substâncias 
sensibilizantes e a histopatologia de animais não parecer uma boa alternativa.  
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ABSTRACT 

 

The Local Lymph Node Assay (LLNA) was developed as an alternative to 
Buhler and Maximization tests. This test is commonly used to discriminate some 
substances that are able to induce contact dermatitis and endpoint is the cell 
quantification in mice auricular lymph nodes. Although this assay is 
recommended by international agencies involved in the development of 
alternative methods (ICCVAM and ECVAM), it still needs to be improved 
because cell quantification and proliferation did not work as expected, 
especially when weak or moderate sensitizer substances were the target of 
investigation. In this context, this study aimed to standardize the LLNA 
alternative method, by measuring cellular proliferation using a nonradioactive 
reagent (BrdU). Furthermore, possible differences in lymphocyte subsets 
standards in mice that were treated with irritant and sensitizer substances were 
also investigated with the objective of test improvement. As methodology, 
animals were treated with sensitizers substances as dinitrochlorobenzene 
(DNCB) and paraphenylenediamine (PPD) and irritant substances as sodium 
lauryl sulfate (SLS) and tritonX-100 (TX-100) for 3 days, using dorsum area of 
both ears. The subpopulations cells were analyzed by flow cytometry and 
immunofluorescence. The cytokine TNF-α in the serum of these animals and 
possible pathological changes in the ears of the animals were also analyzed. 
The results showed an increase in lymph node cell number of animals treated 
with sensitizers and irritants, compared to controls, but an increase in cell 
proliferation by BrdU analysis was only observed in groups treated with 
sensitizers. Moreover, the absolute number of CD4+, CD8+ and B B220+ 
subpopulations was higher in groups treated with sensitizers. An increase in 
CD4+CD25+ and CD4+CD69+ expression was observed mainly in sensitizer 
treating group; TNF-α was found four times higher in serum from animals 
treated with sensitizers, when compared to controls. No difference was found in 
histopathological studies in mice ears. These results suggest that LLNA 
standardization is possible and CD25 was the most promising expression 
molecule among those studied in an attempt to evaluate an alternative to the 
endpoint of proliferation; the CD8+ subpopulation seems to have an essential 
function in DCA and TNF-α could be a strong candidate for identification of 
sensitizers, so that mice histopathology studies were not a better alternative. 
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1. INTRODUÇÃO 

O avanço da indústria química, que introduz milhares de novas substâncias 

a cada ano no mercado, principalmente aquelas utilizadas na produção de 

cosméticos e de produtos de higiene pessoal, cresce a quantidade de produtos 

que se tornam parte do meio ambiente, aumentando assim, os agentes 

causadores de algumas doenças (DUARTE et al., 2000). Segundo a Indústria 

Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), a indústria 

brasileira de cosméticos foi que apresentou o maior crescimento nos últimos 13 

anos, crescimento esse de 10,6% (ABIHPEC, 2010), sendo o Brasil o terceiro 

maior consumidor do mundo (CASEMIRO, 2008). O aumento do uso desses 

produtos pode levar a uma série de doenças, pelo fato de haver substâncias 

tóxicas em sua composição. 

Doenças relacionadas ao sistema imune, tais como: quadros de 

hipersensibilidade, reações do tipo auto-imune, maior vulnerabilidade a tumores e 

infecções, entre outras; tornaram-se mais freqüentes com o aumento da exposição 

humana a produtos industrializados (BIGAZZI, 1997; DESCOTES, 1999) 

aumentando a necessidade do desenvolvimento de ensaios preditivos nesta área 

do conhecimento e colocando a imunotoxicologia como uma ciência fortemente 

relacionada à saúde pública. O desenvolvimento de metodologias visando à 

predição e o controle de possíveis efeitos adversos de xenobióticos sobre o 

sistema imunológico é questão pertinente e um desafio importante para a 

Vigilância Sanitária. 

Dentre os efeitos adversos provocados por xenobióticos, as reações de 

hipersensibilidade são as mais prevalentes, não só relacionado ao local de 

trabalho, mas também configurando um problema de saúde geral da população, 

sobretudo as reações de dermatite de contato e as alergias respiratórias (KIMBER 

et al., 2002; ANDERSEN, 2003; DIEPGEN, 2003; BARDANA, 2003; GOUTET et 

al., 2005).  
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Segundo De Groot e colaboradores (1996), existem cerca de 3500 

substâncias catalogadas como prováveis agentes causadores da dermatite de 

contato. Em razão de sua grande incidência, como doença tanto ocupacional 

quanto não ocupacional, a dermatite de contato tem destaque como uma das 

dermatoses mais freqüentes na prática diária dos dermatologistas. 

Podemos citar substâncias que quando em contato com a pele podem 

causar dermatite de contato e são amplamente utilizadas, como por exemplo, o 

Lauril sulfato de sódio (LSS) que é um produto químico utilizado em diversos 

cosméticos e produtos de higiene pessoal como xampus, removedores de 

maquiagem, géis, sais de banho, banhos de espuma, pasta de dentes. Esta 

substância possui propriedades emulsificantes, por isso, é eficiente na remoção de 

gorduras de superfície, incluindo cabelos e pele (INCA, 2010). Outro produto 

também muito usado como detergente é o Trition X-100 (TX-100) que é muito 

usado em laboratórios de bioquímica e biomédicos para permeabilizar membranas 

plasmáticas e nucleares de células, é usado também em produtos de limpeza como 

detergentes e produtos de higiene pessoal como o xampu (DELAUNAY, 2008). 

Outro exemplo muito importante de substância que pode levar a uma dermatite é o 

Dinitroclorobenzeno (DNCB), um sensibilizante severo que pode ser usado como 

medicamento para verruga, alopécia areata (doença no qual a pessoa tem queda 

de cabelo em regiões específicas) e como tratamento para pessoas portadoras do 

vírus HIV, pois estimula a imunidade celular quando aplicado à pele (REY & 

BONAMIGO, 2006). A substância Parafenilenodiamina (PPD) também é muito 

usada, principalmente em produtos cosméticos como o rímel, por exemplo, e em 

tintas capilares. Além disso, esta substância pode também fazer parte de alguns 

outros produtos, tais como, tintas de vestuário e calçado, sendo também uma 

substância relacionada ao desenvolvimento de dermatites (VILAPLANA & 

ROMAGUERRA, 2006).  

1.1 Dermatite de contato 

A dermatite de contato (DC) também conhecida como hipersensibilidade de 

contato (HC) é uma dermatose inflamatória induzida por químicos de baixo peso 
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molecular (haptenos), com grande impacto sócioeconômico, sendo uma das 

doenças ocupacionais (doenças provocadas por fatores relacionados com o 

ambiente de trabalho) mais comuns. Isto porque, a pele é a primeira a entrar em 

contato com fatores químicos e físicos provenientes do meio ambiente 

(BONNEVILLE et al., 2007; BASKETTER et al., 2008). Esta reação inflamatória é 

muito freqüente nos países industrializados e pode ser causada por vários metais, 

como por exemplo, o níquel e o cromo, além de plantas, detergentes e outros. A 

dermatite de contato é dividida em três tipos: dermatite de contato alérgica (DCA), 

dermatite de contato irritante (DCI) e dermatite de contato fotoalérgica (DCF). Os 

sintomas da dermatite de contato incluem (Figura 1): pápulas eritematosas, 

vesículas, queimação (DCI), eritema, edema e prurido (HOGAN et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fotografias com os sintomas da dermatite de contato. (A) Edema, eritema e 
prurido. (B) Pápulas eritematosas. (C) Vesículas (pequenas bolhas) e prurido.   

Fonte: http://www.ami20.com/tag/hand-dermatitis (acesso em 04/Maio/2010), 
http://blogdalergia.blogspot.com/2007/02/dermatite-atpica-acoceira-que-d-eczema.html 
(acesso em 04/Maio/2010). 
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1.1.1 Dermatite de contato alérgica 

A dermatite de contato alérgica (DCA) é um tipo de DC causada por 

contatos repetidos na pele com químicos de baixo peso molecular (haptenos) 

(NEVES et al., 2007; BASKETTER et al., 2008). Diferente da dermatite de contato 

irritante, capaz de ativar a imunidade inata da pele, a DCA requer a ativação da 

imunidade adaptativa e, segundo diversos autores é provavelmente mediada 

principalmente por células T (HENINO et al., 2005; LARSEN et al., 2007). A 

iniciação da dermatite de contato é gerada pela aplicação tópica de haptenos 

sensibilizantes na epiderme como níquel, cromo, dinitrofluorbenzeno (DNFB) e 

oxazolina (OXA) (HENNINO et al., 2005). Os haptenos são moléculas pequenas e 

alguns, como por exemplo, o DNCB possuem resíduos lipofílicos e com isso 

conseguem atravessar a pele. Essas moléculas não são consideradas 

imunogênicas e por isso precisam se ligar a macromoléculas (proteínas 

carreadoras). Quando os haptenos se ligam a essas proteínas formam um 

complexo imunogênico que é chamado de hapteno-proteína e, é esse complexo 

que é reconhecido pelas células T (PEASE et al., 2003; SAINT - MEZARD et al., 

2004; SANTOS et al., 2009; TOEBAK et al., 2009). Dependendo da habilidade 

com que esses haptenos induzem a sensibilização, eles são caracterizados como 

sensibilizantes fortes, moderados ou fracos (VOCANSON et al., 2009).  A grande 

maioria dos dados disponíveis na literatura sobre a dermatite de contato foi obtida 

com sensibilizantes fortes, tais como dinitrofluorbenzeno (DNFB), 

dinitroclorobenzeno (DNCB), parafenilenodiamina (PPD) e oxazalina 

(BONNEVILLE et al., 2007; CORSINI et al., 2009; YAMANO & SHIMIZU, 2009;  

DE JONG et al., 2009). Esses sensibilizantes são dotados de propriedades pró-

inflamatórias, devido a toxicidade da substância química.  Em contraste, os 

haptenos fracos não possuem propriedades pró-inflamatórias e com isso, não 

emitem sinais para a ativação, diferenciação e migração das Células de 

Langerhans (CL) para linfonodos de drenagem. Os haptenos fracos quando 

utilizados em altas concentrações podem gerar uma leve irritação na pele. Na 

literatura encontramos poucos trabalhos com haptenos fracos e moderados, 

Henino e colaboradores associaram este fato às dificuldades encontradas para 
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obter uma reação de DCA quando camundongos foram expostos a haptenos 

fracos ou moderados (HENNINO et al., 2005).  

A fisiopatologia da DCA envolve três fases, a fase da sensibilização 

também chamada de fase aferente, a fase da indução também chamada de fase 

eferente ou fase do desafio (Figura 2) (SAINT-MEZARD et al., 2003; VOCANSON 

et al., 2009) e a fase de resolução (DUARTE et al., 2000). 

A fase aferente ou de sensibilização ocorre no primeiro contato da pele com 

o hapteno, o complexo hapteno proteína é reconhecido e capturado pelas células 

dendríticas cutâneas (células de Langherans) que migram da epiderme para 

região paracortical dos linfonodos de drenagem. De acordo com a literatura, a 

maturação e migração das células de Langherans é dependente de três citocinas: 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), pelas interleucinas IL-1β e  IL-18 (KIMBER 

et al., 2002, 2003; DOS SANTOS et al., 2009) e pelas quimiocinas CXCL12, 

CCL19 e CCL21 (Santos et al., 2009). A apresentação desses peptídeos 

conjugados a haptenos resulta na ativação de linfócitos T CD8 e T CD4 

específicos (SAINT - MEZARD et al., 2003; HENNINO et al., 2005; BONNEVILLE 

et al., 2007).  A fase da sensibilização dura de 10 a 15 dias no homem, e de 5 a 7 

dias em camundongos. Essa primeira fase não apresenta conseqüências clinicas, 

na maioria dos casos, mas se o sensibilizante for caracterizado forte pode induzir 

uma DCA primária, ou seja, uma reação imune hapteno-específica após um único 

contato cutâneo, que tem a mesma fisiopatologia da DCA clássica obtida com 

duas exposições cutâneas ao hapteno (VOCANSON et al., 2009b).  

A fase eferente conhecida também como fase do desafio (Figura 2) ocorre 

algumas horas após um contato subseqüente da pele com o mesmo hapteno.  

Essa re-exposição do mesmo hapteno resulta na produção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias pelas células da epiderme, recrutamento de 

linfócitos T efetores, ativação de células endoteliais e mastócios, e a infiltração de 

neutrófilos, todos necessários para o processo inflamatório (SAINT-MEZARD et 

al., 2003; HENNINO et al., 2005; VOCANSON et al., 2009; TOEBAK et al., 2009). 

Essa fase dura 72 horas em humanos e 24 a 48 horas em camundongos. A 
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reação inflamatória persiste durante vários dias e diminui progressivamente 

(VOCANSON et al., 2009b). 

Figura 2: Fisiopatologia da dermatite de contato alérgica. Fase de sensibilização: Os 
haptenos penetram na epiderme (passo 1) e são capturados pelas células epidérmicas 
incluindo as células de Langerhans (CL) que migram para os linfonodos de drenagem 
(passo 2), onde apresentam peptídeos conjugados a haptenos às células T CD8 e às T 
CD4 (passo 3). As células T específicas proliferam nos linfonodos de drenagem, 
recirculam pelo sangue e migram aos tecidos, inclusive a pele (passo 4). Fase de 
indução: Quando o mesmo hapteno é aplicado sobre a pele, ele é capurado pelas células 
epidérmicas, inclusive as CD e os queratinócitos (passo 5), que apresentam peptídeos 
conjugados a haptenos a células T específicas. A ativação de LTCs CD8+ induz a 
apoptose dos queratinócitos e a produção de citocinas e quimiocinas pelas células 
cutâneas (passo 6), o que leva ao recrutamento de leucócitos do sangue para a pele. As 
células T CD4+ podem bloquear a ativação/expansão dos efetores CD8 nos linfonodos 
durante a sensibilização, e na pele durante a fase de indução da DCA (SAINT-MEZARD 
et al., 2003). 

 

A etapa final do mecanismo imunológico da DCA corresponde ao término 

da reação inflamatória. Nessa fase, também são liberadas citocinas que, ao 

contrário das que são liberadas nas fases anteriores, inibem a reação imunológica. 

A IL-10 ou fator inibidor da síntese de citocinas inibe a secreção de tais 
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substâncias pelas células Th1 e regula os queratinócitos na fase tardia da DCA, 

deprimindo a resposta imune (DUARTE et al., 2000).  

Além da ação da IL-10, mastócitos e basófilos podem influenciar na 

resolução da DCA. Cerca de 48 horas após o estímulo antigênico ocorre 

degranulação de mastócitos, que coincide com o início do declínio da resposta 

imune. Isso sugere que a histamina liberada, tendo sua ação sobre as células T 

CD8 (células supressoras), esteja envolvida na fase de resolução da DCA. Os 

basófilos podem exercer a mesma função dos mastócitos. Em humanos, de 5% a 

15% das células do infiltrado de algumas DCA são basófilos, o que constitui uma 

grande proporção quando a reação inflamatória está na fase de resolução. 

Outro mecanismo importante é que, sob estímulo do INF-γ, os macrófagos 

produzem prostaglandinas do tipo E. Sabe-se que prostaglandina E1 e E2 inibem 

a produção de IL-2, que como já foi relatado, tem importante papel na fase de 

elicitação de DCA. Assim, várias células que liberam elementos responsáveis pelo 

início da reação imunológica podem, também a partir de uma etapa subseqüente, 

iniciar a produção de outros fatores responsáveis pela resolução da resposta 

alérgica (MINTERN et al., 2002). 

1.1.2 Papel das células T CD4 e T CD8 na DCA 

O desenvolvimento de uma célula T virgem (célula que não entrou em 

contato com antígeno), em uma célula T efetora (célula que durante a resposta 

imune, realiza funções necessárias para eliminação do antígeno), envolve 

algumas etapas, tais como, reconhecimento do antígeno, expansão clonal e 

diferenciação. O que ocorre na DCA, segundo o consenso atual, é que as células 

dendríticas capturam os antígenos e transportam esses antígenos para os 

linfonodos de drenagem. Nos linfonodos as células dendríticas associadas a 

moléculas de histocompatibilidade de classe II (MHC II) apresentam peptídeos às 

células T CD4, e as células dendríticas associadas a moléculas de 

histocompatibilidade de classe I (MHCI) apresentam peptídeos às células T CD8 

(Figura 3). Essa apresentação resulta na ativação dessas células, na expansão de 
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uma população antígeno-específca e diferenciação em células efetoras e de 

memória (OBAR & LEFRANÇOIS, 2009; LANDSVERK, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação de um linfonodo e a interação de uma célula TCD8 expressando 
o TCR (receptor de células T) com uma célula dendrítica expressando MHC de classe I. 
Os linfócitos T através do TCR reconhecem resíduos de antígeno peptídicos expostos 
pelas moléculas de MHC (Modificado de Bevan, 2004 e Kupper et al., 2004). 

 

A contribuição das células T CD4 e T CD8 na dermatite de contato tem sido 

analisada principalmente em função das moléculas de histocompatibilidade de 

classe I e II. Bour e colaboradores usaram camundongos nocautes para MHC de 

classe I e MHC de classe II, que são deficientes em células T CD8 e T CD4, 

respectivamente. Os camundongos nocautes para MHC I, ou seja, deficiente para 

células T CD8 não desenvolveram nenhuma resposta ao sensibilizante DNFB, 

indicando que essas células eram essenciais para o desenvolvimento da 

patologia. Em camundongos nocautes para MHC de classe II uma reação 

exacerbada foi observada com inflamação cutânea crônica. Esses achados 

indicaram que as células T CD4 se comportam como células reguladoras e as 

células T CD8 como efetoras na dermatite de contato (BOUR et al., 1995; SAINT-

MEZARD et al., 2003; HENNINO et al., 2005). Além das células T, existem outros 
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tipos celulares essenciais para a resposta a hipersensibilidade de contato, como 

por exemplo, as células B. 

Podemos encontrar vários trabalhos na literatura com células B em relação 

a DCA. Vários autores descrevem que camundongos, quando tratados com 

substâncias sensibilizantes têm o percentual dessas células nos linfonodos de 

drenagem aumentado, diferente das substâncias irritantes (SIKORSKI et al., 1996; 

GEBERICK et al., 1999a; GEBERICK et al., 1999b; GEBERICK et al., 2002; LEE 

et al., 2003; BETTS et al., 2007). Outro exemplo são as células B-1 (um subtipo de 

células B), essas células são ativadas nos órgãos linfóides e produzem anticorpos 

IgM logo após a sensibilização cutânea. Esses anticorpos se ligam ao haptenos 

imediatamente após o contato (CAMPOS et al., 2003). 

Os neutrófilos também parecem desempenhar um importante papel no 

desenvolvimento da DCA, sendo estes, uma das primeiras células a serem 

recrutadas depois da sensibilização com haptenos em camundongos. Além disso, 

segundo Hennino e colaboradores (2005), os neutrófilos aparecem antes da 

infiltração de células T CD8 efetoras. 

O’ Leary e colaboradores investigaram o papel das células “Natural Killer” 

(NK) na hipersensibilidade de contato. Usando camundongos desprovidos de 

células T e B, eles mostraram que as células NK podem mediar, a longo prazo, 

uma reposta adaptativa antígeno-específica contra dinitrofluorbenzeno e oxazolina 

independente de células T e B (O’ LEARY et al., 2006). 

1.2 Dermatite de contato irritante  

Assim como a dermatite de contato alérgica, a dermatite de contato irritante 

é uma inflamação da pele, ocorre após contato freqüente ou a exposição 

prolongada com irritantes, porém sendo capaz de ativar a imunidade inata da pele. 

Essa inflamação resulta do aumento de citocinas pró-inflamatórias de células da 

pele, como por exemplo, queratinócitos que secretam diversas citocinas como, 

TNF-α (Fator de necrose tumoral alfa), GM-CSF (fator estimulante de colônias de 

granulócitos e macrófagos), IL-1 (WATANABE et al., 2002; BONNEVILLE et al., 
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2007; HOGAN et al., 2009; NOSBAUM et al., 2009). No entanto, há controvérsias 

quanto a participação ou não do sistema imunológico adaptativo na questão de 

substâncias irritantes. De fato, algumas substâncias classificadas como irritantes, 

podem induzir proliferação de células (GERBERICK et al., 1992; MONTELIUS et 

al., 1994; BASKETTER et al., 1998). 

O início do desenvolvimento da DCI, assim com da DCA, é dependente de 

fatores endógenos e fatores exógenos, sendo a identificação desses fatores 

importante para predição e a avaliação. Os fatores exógenos incluem: a natureza 

intrínseca e a exposição das substâncias irritantes, e os fatores endógenos 

incluem: idade, sexo e história de doenças pré-existente (LEVIN et al., 2002; 

SLODOWNIK et al., 2008).  

Os fatores exógenos incluem muitos químicos que apresentam um 

potencial para causar DCI. A DCI é muito comum em pessoas que trabalham com 

luvas por mais de 2 horas, que precisam lavar as mãos com muita freqüência e 

que estão em contato direto com detergentes, solventes, óleos e outros, ou seja, 

profissionais da área de saúde (médicos, enfermeiros), cabeleireiros, cozinheiros e 

outros. O potencial irritante de uma substância é determinado por suas 

propriedades físicas e químicas. Fatores como, tamanho molecular e 

lipossolubilidade também podem interferir, pois são eles que irão determinar a 

penetração na pele, e assim contribuir para a irritação. A penetração de um 

irritante na pele depende da concentração, volume, tempo da aplicação e duração 

da exposição da substância irritante na pele. Outros fatores que contribuem para a 

DCI são os fatores ambientais, tais como, calor, frio, baixa umidade relativa e 

radiação UV. A temperatura quente é geralmente mais nociva do que as 

temperaturas frias. Com isso, a exposição ao calor leva muitas vezes à 

transpiração, o que pode precipitar a DCI. A retenção do suor pode também 

contribuir para irritação da pele, já que o suor pode facilitar a penetração dos 

alérgenos, como os de níquel em jóias (SLODOWNIK et al., 2008).  

Como fatores endógenos, podemos citar estudos que mostram que 

crianças menores de oito anos e idosos teriam maior predisposição, sendo, no 
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idoso, o início do quadro mais lento do que no jovem (SLODOWNIK et al., 2008). 

Segundo Denning e colaboradores, a cor da pele também pode influenciar,  

parece que a pele negra é menos susceptível à irritação. Alguns trabalhos 

demonstram que as células da camada epidérmica, na pele negra, estariam mais 

compactadas, diminuindo assim os espaços intercelulares (DENNING et al., 

1998). A DCI é mais comum em mulheres, mas ainda não está claro se isto se 

deve a suscetibilidade das mulheres à DCI ou a uma maior exposição das 

mulheres a substâncias irritantes, relacionadas ao trabalho (SLODOWNIK et al., 

2008). Outro fator importante são os locais propensos à irritação. A penetração 

através da epiderme varia com a região anatômica, por exemplo, o rosto é um 

local de fácil penetração de substâncias irritantes. No entanto, ainda existem 

poucos dados para os locais mais propensos a DCI (MARAKCHI et al., 2006). 

Pacientes com doenças de pele pré-existentes, com alguma alteração na barreira 

epitelial estão mais suscetíveis a desenvolverem DCI.  

 

1.2.1 Mecanismo fisiopatológico da DCI 

 

Por muito tempo a dermatite de contato irritante foi definida como uma 

reação não específica e não imunológica da pele na presença de uma substância 

irritante. No entanto, hoje, é aceito que o sistema imune desempenha um papel 

fundamental na iniciação da DCI. Na presença de irritantes podem acontecer 

alterações fisiopatológicas, como por exemplo, destruição da barreira epitelial, 

danos celulares, e aumento de mediadores pró-inflamatórios (LEVIN et al., 2002; 

SLODOWNIK et al., 2008).  

Um tipo celular muito importante na resposta imunológica contra 

substâncias irritantes são os queratinócitos, eles liberam citocinas na destruição 

da barreira epitelial, expressam moléculas de histocompatibilidade de classe II, 

moléculas de adesão (CD54) e também moléculas coestimulatórias, como por 

exemplo, CD80 e CD40 (TÜZÜN et al., 2007). A liberação de citocinas pelos 

queratinócitos estimula outros queratinócitos e outras células, como por exemplo, 
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as células de langerhans e promovem a atração de células inflamatórias, 

ampliando desse modo o processo inflamatório (WATANABE et al., 2002). 

As citocinas pro-inflamátorias, como por exemplo, IL-1α, IL-1β e TNF-α 

(EFFENDY et al., 2000), IL-6 , IL-2 (WATANABE et al., 2002) e a quimiocina 

CCL21 produzidas por células endoteliais linfáticas foram encontradas 

aumentadas na DCI (Eberhard et al., 2004). O aumento dessas quimiocinas é 

importante para a migração de linfócitos T, e assim, resultando na resposta 

inflamatória da pele. Muitos linfócitos T que chegam a área da reação inflamatória 

na DCI muitas vezes expressam o antígeno CLA. Este antígeno participa 

diretamente da migração transendotelial de linfócitos T para o local da inflamação, 

pois ele se liga a molécula de adesão E-selectina (CD62E) e P-selectina (CD62P). 

Os mesmos autores descreveram que outros receptores e seus ligantes parecem 

também estar envolvidos nesse processo, tais como, LFA-

1(CD11a/CD18)/ICAM1(CD54) e VLA-4(CD49d/CD29)/VCAM1(CD106) (KUPPER 

& FUHLBRIGGE, 2004; SLODOWNIK et al., 2008).  

Outro fator muito importante é que muitas substâncias irritantes podem 

induzir a produção TNF-α pelos queratinócitos. O TNF-α é encontrado aumentado 

na DCI, desse modo, acredita-se que esse seja o mediador inflamatório mais 

importante (SAINT – MEZARD et al., 2004). 

É de senso comum que a dermatite de contato alérgica e a dermatite de 

contato irritante resultem em vasodilatação, aumento de moléculas de adesão, 

produção de citocinas e quimiocinas pelos queratinócitos, influxo de leucócitos e 

migração de células de Langherans para a derme. Porém, apresentam diferenças 

no mecanismo imunológico e na expressão de algumas citocinas e quimiocinas, 

como por exemplo, IL-1α, IL-1β, CXCL10, e CXCL2/CXCL3 (MIP-2) que são 

reguladas positivamente depois da exposição a um alérgeno. Em humanos foi 

demonstrado uma maior expressão das quimiocinas CXCL19, CXCL10 e CXCL11 

na DCA e não na DCI (TOEBAK et al., 2009). Na tabela 1 podemos citar citocinas 

que são reguladas positivamente quando, comparadas à resposta de uma 
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substância que pode causar dermatite de contato alérgica e uma substância que 

pode causar dermatite de contato irritante. 

 

Tabela 1: Aumento de citocinas na resposta cutânea a dermatite de contato 
alérgica e irritante (estudos in vivo em camundongos e in vitro) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (EFFENDY et al., 2000). 

 

1.3 Dermatite de contato Fotoalérgica 

O mecanismo é o mesmo da dermatite de contato alérgica. A formação da 

reação imunológica do tipo IV necessita da presença da radiação e do fotoalérgeno. 

Após a absorção da energia da luz, a substância é convertida em molécula em 

estado ativado. Nesse processo, a molécula se une a uma proteína carreadora para 

formar um antígeno completo. Uma vez formado o antígeno, o mecanismo que se 

segue é o mesmo da DCA. Um exemplo comum no Brasil é a dermatite de contato 

desencadeada por anti-histamínicos de uso tópico. Outras substâncias fotoalérgicas 

de uso tópico são perfumes, antiinflamatórios não esteróides, antimicóticos tópicos 

(DUARTE,  2000). 

 

Substâncias Citocinas reguladas 

positivamente 

LSS, Triton X-100 e 

Tween 20 (in vitro) 

IL-1 α 

LSS (20%) (in vivo) TNF-α, IFN-γ e GM-CFS 

DNCB (in vivo) IL-2, IL-4, IL-12 e IFN-γ 

Oxazalona (in vivo) TNF-α, IFN-γ  (fase do 

desafio) e IL-4 

(exposição crônica) 
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1.4 Ensaios para avaliação do potencial sensibilizante de xenobióticos 

Embora Asherson e Barnes (1973) tenham utilizado o camundongo como 

modelo para a reação de hipersensinbilidade, uma diversidade de outros estudos 

foram realizados em cobaias e conseqüentemente os primeiros testes preditivos 

para reações de hipersensibilidade induzidas por xenobióticos foram desenvolvidos 

utilizando este animal de laboratório. No entanto, no decorrer dos anos, novos 

ensaios foram propostos e suas aplicabilidades e limitações vêm sendo discutidas 

(MAURER, 1983; OLIVER et al., 1986; MAURER, 2007).  

Dentre os métodos aceitos para fins regulatórios destacam-se os testes de 

Buehler e de Maximização (MAURER, 2007; BASKETTER et al., 2008). Esses dois 

testes foram os mais usados nos EUA e Europa respectivamente, e como 

conseqüência a OECD (Organização para Desenvolvimento e Cooperação 

Econômica) recomendou e adaptou aos guidelines de 1992 (KREILING et al., 

2008).  

O teste de Bühler (Büehler, 1965) e o teste Maximização (Magnusson e 

Kligman, 1969) são testes para identificar o potencial químico de uma substância de 

causar DCA. Todos os dois testes são realizados em duas etapas, na primeira 

etapa, a fase da sensibilização, os animais (cobaias) são expostos à substância de 

interesse através de uma ou mais vias de administração (aplicação tópica ou 

injeção intradérmica), em geral a aplicação é nas costas ou na região da nuca. 

Após algumas semanas, os animais são desafiados e expostos às mesmas 

substâncias da fase de sensibilização. A reação de hipersensibilidade de contato é 

medida em função do edema e/ou eritema observado (VAN OCH et al., 2001; 

MAURER et al., 2007).   

O teste de Bühler e o teste Maximização apresentam em comum sérias 

limitações, como por exemplo, a interpretação dos resultados, na grande maioria 

das vezes, se dá de forma subjetiva (e.g. avaliação da amplitude do edema local); 

outra importante limitação comum destes ensaios é a longa duração dos testes 

(todos realizados em duas fases, com duração total de 25 a 30 dias), o que reflete 
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em um custo e uma demanda de mão de obra considerável; substâncias com cor 

(e.g. corantes) não podem ser avaliadas nestes ensaios por mascararem alterações 

nos parâmetros finais analisados, tais como: eritema e edema; ulcerações e mortes 

durante o teste ocorrem com certa freqüência. Desta forma, o número de animais 

utilizados por substância-teste deve ser elevado, para que se assegure a análise; 

os animais nestes ensaios são submetidos a um grau de estresse considerável, 

capaz de alterar o estado normal de saúde e o bem-estar dos mesmos. 

O aumento do número do uso desses animais em pesquisa e em análises de 

controle de qualidade tem motivado a busca de métodos alternativos. Os principais 

objetivos dos métodos alternativos são diminuir o número de animais em 

experimentos, minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas para 

substituição dos testes in vivo (LILIENBLUM et al., 2008). 

Entre o conjunto de ações de Vigilância Sanitária está a realização de 

análises laboratoriais. O INCQS realiza essas análises somente para o poder 

público, seja por denúncia ou por programas em parceria com instituições da 

Secretaria Nacional de Vigilância Sanitária (SNVS). Entre os produtos submetidos 

ao controle e fiscalização sanitária podemos destacar: medicamentos de uso 

humano, suas substâncias ativas e demais insumos, processos e tecnologias; 

imunobiológicos e suas substâncias ativas, sangue, hemoderivados; saneantes 

destinados à higienização, desinfecção ou desinfestação em ambientes 

domiciliares, hospitalares e coletivos; cosméticos e produtos de higiene e 

perfumes (INCQS, 2004). 

O INCQS realiza também ensaios que visam a avaliação do potencial 

irritante de várias substâncias, utilizando métodos aceitos para fins regulatórios 

(como por exemplo, os ensaios de irritação ocular, irritação cutânea primária, 

irritação de mucosa oral, peniana etc). Porém, devido às dificuldades de 

implantação de alguns métodos oficiais (Testes de Buehler, Maximização e LLNA), 

o potencial sensibilizante de produtos não é atualmente analisado pelo INCQS, 

mesmo quando a amostra ingressa a partir de uma denúncia específica. 
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1.5 Métodos Alternativos 

A Experimentação animal data de muitos anos atrás, os anatomistas 

Alcmaeon (500 a.C), Herophilus (330-250 a.C) e Erasistratus (305-240 a.C) 

realizavam vivissecções animais com o objetivo de observar estruturas e formular 

hipóteses sobre o funcionamento associado às mesmas. Posteriormente, Galeno 

(129-210 d.C), em Roma, foi talvez o primeiro a realizar vivissecção com objetivos 

experimentais, ou seja, de testar variáveis através de alterações provocadas nos 

animais (SÉRGIO GREIF & THALES TRÉZ, 2000; GOLDIM & RAYMUNDO, 

2002). Desde então, muitos animais são usados em procedimentos científicos. 

Uma investigação realizada pela Research Defence Society (RDS) 

demonstrou que no ano de 2008 mais de 3 ½ milhões de animais foram utilizados 

em procedimentos científicos na Grã-Bretanha, sendo os roedores as espécies de 

maior relevância (Tabela 2) (Research Defence Society, 2010). 

Tabela 2: Porcentagem de animais utilizados na Grã-Bretanha, em procedimentos 
científicos, no ano de 2008. 
 

Fonte: Research Defence Society (RDS) 

 

A preocupação com o uso de animais na pesquisa científica não é recente, 

embora, somente nos últimos anos este tema tenha sido discutido mais 

Espécies (%) 

Ratos e camundongos 77 

Peixes, anfíbios, répteis e pássaros 21 

Ovelhas, vacas, porcos e outros 
animais de grande porte 

1,5 

Pequenos mamíferos e outros roedores 

(coelho e furão) 

0,5 

Cães e gatos (espécies de laboratório) 0,2 

Macacos 0,1 
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intensamente (PRESGRAVE, 2008). Em 1824 surge na Inglaterra, a Society for 

the Preservation of Cruelty to Animals, essa sociedade pode ser considerada a 

primeira sociedade protetora dos animais estabelecida no mundo (GOLDIM & 

RAYMUNDO, 2002).  

 Hoje, existem dois grupos distintos em relação a defesa dos animais: os 

defensores dos direitos dos animais, que são totalmente contra o uso de animais 

na pesquisa, alguns se opõem à utilização de animais na alimentação e em outras 

atividades, como por exemplo, circo e zoológicos; e os defensores do bem estar 

animal, eles não se opõem a pesquisa, porém desejam que os animais sejam bem 

tratados (PRESGRAVE, 2008). 

O termo "bem-estar animal" é amplamente utilizado para se referir à 

qualidade de vida de um animal. Abrange as seguintes características: animais 

devem ser saudáveis, bem alimentados, alojados em local apropriado, devem ser 

relativamente livres de estados negativos (tais como dor, medo e angústia) e 

capazes de realizar atividades características de sua natureza (FENWICK et al., 

2009).  

O uso de animais de laboratório tem sido motivo para muitas discussões, 

principalmente de caráter ético, em função do grande número de animais utilizados 

e do sofrimento causado durante alguns tipos de experimento. Por esta razão, a 

reavaliação da utilização de animais nos experimentos é tendência mundial, 

concretizada a partir da criação de diversas agências internacionais (e.g. European 

Centre for the Validation of Alternative Methods - ECVAM), que tem como objetivo 

desenvolver e validar novos métodos, e da implementação regulatória de testes 

alternativos em diversos países. Todas essas ações tiveram início a partir do 

surgimento do conceito denominado 3Rs (CAZARIN, 2004).  

1.5.1 Princípio dos 3RS 

O conceito dos 3Rs surgiu em 1954, num projeto da Federação das 

Universidades para o bem estar animal (The Universities Federation for Animal 

Welfar), que resultou na publicação dos Princípios das Técnicas Experimentais 
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Humanizadas (The Principles of Humane Experimental Technique) em 1959, por 

Willian Russel e Rex Burch (SCHIFFELERS, 2007). O programa dos 3Rs é assim 

denominado em função das iniciais em inglês, Reduction (redução), Refinement 

(refinamento) e Replacement (substituição), onde: 

A redução é a diminuição do número de animais utilizados em um único teste 

para avaliação de um determinado desfecho, por exemplo, quando se deixou de 

usar o teste clássico DL50% (dose letal média capaz de matar 50% de uma 

determinada população), que utilizava mais de 50 animais por teste, e se passou a 

utilizar métodos alternativos, envolvendo um número máximo de 10 animais por 

teste (e.g. método de classes, método de doses fixas, ou ainda o método up-and-

down). Há também outras formas de redução, quando, por exemplo, deixamos de 

usar os animais em determinadas fases de uma investigação, seguindo um 

procedimento de screening de metodologias através de modelos computacionais 

(PRESGRAVE, 2008). 

No refinamento o principal objetivo é minimizar a dor e sofrimento dos 

animais. Isto pode ser alcançado, por exemplo, através do uso de anestésicos ou 

analgésicos, sempre que estes não interfiram nos experimentos (estudos que 

envolvem dor), na manutenção dos animais em grupos, quando o desenho 

experimental não exige isolamento (estudos de toxicidade reprodutiva), entre outras 

possibilidades (PRESGRAVE, 2008). 

A substituição significa deixar de usar os animais. As principais alternativas 

de substituição são a utilização de sistemas in vitro, como, por exemplo, cultivo 

celular ou in silico, os modelos computacionais (PRESGRAVE, 2008). 

O conceito dos 3RS foi muito importante para o início das pesquisas 

alternativas, porém poucos avanços foram conseguidos, embora muito tenha se 

iniciado. Em 1975 é lançado o livro Animal Liberation por Peter Singer, esse livro 

causou polêmica mundial, principalmente devido aos relatos das condições que os 

animais eram submetidos pela indústria de cosméticos. Dentre as denúncias 

realizadas por Peter Singer estavam os testes de toxicidade de substâncias 
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realizadas em coelhos, o chamado Teste de Draize (GOLDIM & RAYMUNDO, 

2002) 

Neste teste os coelhos são colocados em uma estrutura que mantém suas 

cabeças imobilizadas e as substâncias em teste são colocadas em seus olhos. 

Depois de algumas horas até alguns dias é avaliada a irritabilidade das substâncias 

testadas e analisada a aparência dos olhos dos coelhos.  

Naturalmente esse teste gerou muitos protestos, e após uma forte campanha 

direcionada contra a indústria de cosméticos REVLON, lia-se em jornais de forte 

circulação, como por exemplo, o jornal americano The New York Times: Quantos 

coelhos a REVLON cega por causa da beleza? Após estes protestos a REVLON 

investiu no desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais de 

laboratórios (GOLDIM & RAYMUNDO, 2002). Desde então, observa-se uma 

enorme evolução da aplicação deste conceito em diversas áreas da biomedicina, 

sobretudo, nas áreas relacionadas ao controle da qualidade de produtos. No final 

da década de 80 surge o ensaio do Linfonodo Local Murino (LLNA da sigla em 

inglês local lymph node assay), como uma alternativa promissora aos testes 

convencionais (Buehler e Maximização). 

 

1.6 Ensaio do Linfonodo local Murino (LLNA) 

 

O LLNA foi primeiramente descrito por Kimber e Weisenberger (1989), como 

uma alternativa aos testes de Buehler e de Maximização (testes em cobaias), 

sendo este utilizado para detecção do potencial químico de sensibilizantes (Kreiling, 

2008; Idehara, 2008; Omari, 2008). O LLNA foi recentemente aceito pela OECD e 

validado pelo ECVAM e pela ICCVAM (Interagency Coordanating Comitee for 

Validation of Alternative Methods). 

O LLNA é realizado em camundongos e se baseia na resposta imune celular 

(i.e. na ativação e proliferação específica de linfócitos) que é característica da fase 

de sensibilização (1a fase) do processo de hipersensibilidade de contato. 
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Alguns sensibilizantes, como por exemplo, dinitroclobenzeno e 

parafenilenodiamina podem induzir proliferação de linfócitos no linfonodo mais 

próximo do local de aplicação. No LLNA o sítio de aplicação dos sensibilizantes são 

as orelhas, e o linfonodo mais próximo é o linfonodo auricular (Figura 4). A 

proliferação celular é medida em função da incorporação de timidina tritiada (3H-

timidina) ao DNA de células extraídas dos linfonodos auriculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4: Representação dos linfonodos auriculares (ICCVAM, 2001). 

Das vantagens deste teste em relação aos seus precursores, Buehler e 

Maximização listam-se: o parâmetro final analisado é quantitativo (incorporação de 

3H-timidina), o teste se passa na fase de sensibilização, e por isso tem uma curta 

duração (5 dias), características referentes a natureza da substância, tais como cor, 

não interferem com desfecho do teste, o número de animais utilizados por 

substância-teste é cerca de 50% menor e, por fim, os animais são poupados da dor 

e do sofrimento decorrentes das reações de fase 2 (inflamatória).  

No entanto, o atual protocolo deste ensaio também apresenta limitações 

importantes. A utilização de material radioativo para avaliação da proliferação de 

linfócitos requer instalações específicas e condições especiais de manuseio e 

(Modificado de ICCVAM, 2001) 
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descarte. Outra limitação importante é o fato de que embora a grande maioria das 

substâncias irritantes não serem sensibilizantes e por isso negativas no testes de 

LLNA, há também relatos de substâncias irritantes que induzem a proliferação 

celular gerando com isso resultados falso positivos (GERBERICK et al., 1992; 

MONTELIUES et al., 1994; BASKETTER et al., 1998; WERNER, 2005).  

Frente a essas limitações, há atualmente por parte da comunidade científica 

um forte empenho em desenvolver dentro deste ensaio, alternativas que o tornem 

mais seguro, de mais fácil aplicação e com maior poder preditivo.  

Na literatura é possível encontrar adaptações no teste de proliferação de 

linfócitos que envolvem, por um lado, marcadores não radioativos, como e.g. 

bromodeoxiuridina (Figura 5) ou ester carboxifluoreseina succimidil (LEE et al., 

2002; HUMPHREYS et al., 2003) e por outro lado, estudos das subpopulações de 

linfócitos ativadas ou não por diversas classes de químicos (DE SILVA et al., 1993; 

LEE et al., 2004; GOUTET et al., 2005; BETTS et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estrutura da Bromodeoxiuridina. A BrdU é um análogo da timidina sendo 
incorporado no DNA de células que estão se dividindo durante a fase S do ciclo celular. A 
BrdU pode ser detectada por citometria de fluxo e imunohistoquímica  através de 
anticorpos específicos. 

 

Dentre os estudos de subpopulações de linfócitos, há, no entanto, várias 

diretrizes propostas e poucas similaridades, o que dificulta a construção de um 

protocolo comum. Alguns autores demonstraram um aumento de células B, 
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constatado via receptor B220, em camundongos expostos a alergênicos 

(SIKORSKI et al. 1996; MANETZ & MEADE, 1999; GERBERICK et al., 2002). 

Além disso, foi demonstrada uma modulação seletiva de determinados 

marcadores de ativação de células B (CD40 e CD86) com o tratamento com 

alergênico, mas não com substâncias irritantes (GERBERICK et al., 1999ab). Lee 

e colaboradores (2004) confirmaram apenas parcialmente os resultados dos 

estudos anteriores, tendo estes autores observado um aumento seletivo no 

percentual de células B que apresentavam CD86 apenas na exposição a 

alergênicos, mas não obtendo resultados conclusivos sobre CD40. Neves e 

colaboradores (2007) demonstraram um aumento do receptor de quimiocina 

CXCR4 e da molécula CD40 in vitro em células dendríticas quando tratadas com 

substâncias sensibilizantes, porém quando as mesmas eram tratadas com 

substâncias irritantes a expressão dessas moléculas era regulada negativamente. 

Há também inúmeras controvérsias no que concerne o estudo da 

subpopulação de línfócitos T. Embora a hipersensibilidade de contato envolva a 

resposta imune mediada por célula e as células T tenham papel fundamental neste 

tipo de resposta, os dados obtidos com esta população de linfócitos são imprecisos. 

Apesar dos estudos apontarem para uma diminuição na percentagem de células T 

em favor de células B (DE SILVA et al., 1993; LEE et al., 2004; GOUTET et al., 

2005) quando estudadas as subpopulações de células T CD4 (célula T auxiliar) e 

ou T CD8 (célula T citotóxica), não há consenso.  Enquanto Goutet e colaboradores 

(2005) analisaram e observaram diferenças na expressão da citocina IL-4 e seu 

receptor em células T CD4, Lee e colaboradores (2004) analisaram apenas a 

percentagem de células T CD4 e CD8. Já de Silva e colaboradores (1993) 

analisaram a população de células T totais, utilizando para este fim CD3 e o 

receptor da citocina IL-2, o CD25 (que junto com CD4 também é o marcador de 

células T reguladoras). Desta forma, é evidente que estudos deste tipo ainda são 

necessários para que os dados já publicados possam ser, não somente 

reproduzidos, mas também para adicionar conhecimentos fundamentais para que 

um consenso seja alcançado. 
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Além disso, os centros internacionais de estudos e validação de métodos 

alternativos recomendam à comunidade científica a busca contínua por novas 

metodologias, aprofundamento de conhecimentos sobre metodologias existentes e 

estabelecimento de protocolos sensíveis e reprodutíveis, sempre que possível. O 

presente estudo se enquadra, em primeira linha, na questão do aprofundamento de 

conhecimentos sobre metodologias existentes visando à melhoria do LLNA. Outra 

questão relevante que sublinha de forma categórica a importância da realização 

deste estudo é o fato de que o INCQS recebe amostras com potencial 

sensibilizante, mas avalia tais amostras unicamente através do teste de Draize para 

irritação dérmica. Esta avaliação não é plena, uma vez que o teste de Draize se 

presta à avaliação do potencial irritante, mas não é adequado à identificação de 

substâncias sensibilizantes.  

Resta claro, que o aprofundamento no estudo dos mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos na execução do teste de LLNA alternativo e a 

implantação do mesmo são imprescindíveis para a realização mais eficiente do 

controle da qualidade de produtos disponíveis comercialmente.  
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II. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral: 

O presente estudo teve como objetivo a padronização do método LLNA alternativo, 

através da quantificação de proliferação celular utilizando um reagente não 

radioativo (BrdU). Além disso, possíveis diferenças nos padrões de subpopulações 

linfocitárias entre animais tratados com substâncias irritantes e sensibilizantes 

foram também investigadas, com o objetivo de buscar um aprimoramento do teste. 

Sendo assim, os objetivos específicos desta dissertação foram:  

 Padronização do teste LLNA utilizando o marcador de proliferação não-

radioativo bromodeoxiuridina – BrdU, através de Kit comercial ou reagentes 

preparados no laboratório.  

 Padronização do teste LLNA utilizando pool de linfonodos de animais ou 

utilizando cada animal individualmente. 

 Avaliação da resposta das subpopulações de linfócitos T e B, de alguns 

marcadores de ativação e de receptores de citocinas ao tratamento com as 

substâncias-teste, através da utilização de anticorpos monoclonais e 

citometria de fluxo.  

 Avaliação comparativa das respostas obtidas nos desfechos não-

radioativos (BrdU  e subpopulações de linfócitos) com substâncias 

sabidamente irritantes (Lauril Sulfato de Sódio e Triton X-100)  com aquelas 

sabidamente dermo-sensibilizantes (Dinitroclorobenzeno e 

Parafenilenodiamina). 

 Avaliação da expressão in situ das moléculas CD4, CD8 e B220 e do 

marcador de proliferação BrdU. 

 Avaliação por HE dos cortes das orelhas dos camundongos tratados com 

substâncias sensibilizantes e irritantes. 

 Determinação dos padrões de algumas citocinas nos soros de 

camundongos tratados com substâncias sensibilizantes e irritantes. 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos fêmeas da cepa CBA com idade entre 8 e 10 

semanas, obtidos do Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da 

Fundação Oswaldo Cruz e também do CEMIB - Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório, localizado na 

UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas). Todos os procedimentos com os 

animais foram aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais-CEUA-

Fiocruz (Licença P-0415/07).  

3.2 Tratamento dos animais para o ensaio do LLNA utilizando o BrdU 

Os grupos de tratamento foram constituídos por 4 animais para cada 

substância testada e mais 4 animais controle tratados somente com o veículo. 

Diariamente o peso das fêmeas foi registrado e a substância de interesse (ou o 

veículo) foi aplicada, conforme o protocolo preconizado do LLNA (ICCVAM, 2009). 

Isto é, cada substância foi aplicada no dorso de ambas as orelhas do animal no 

volume de 25μl durante três dias consecutivos. Cinco dias após o início do 

tratamento todos os animais foram  eutanasiados por inalação de CO2.  

Duas horas antes da eutanásia foi injetado 100mg/Kg de BrdU  em 200 μl  por via 

intraperitoneal em cada animal (LEE et al., 2003). Após a eutanásia os linfonodos 

auriculares dos animais foram isolados e macerados com auxílio de um homogenizadador 

de tecidos (potter) para a obtenção de uma suspensão celular. As células foram então 

analisadas por citometria de fluxo. No que diz respeito às análises de imunofluorescência, 

os linfonodos de todos os grupos foram colocados em Tissue-Tek (LEICA Instruments, 

Alemanha) e subseqüentemente congelados a –70ºC. Para a análise histológica, as orelhas 

dos camundongos tratados foram retiradas e colocadas em tubos falcon (15ml BD) 

contendo o fixador Millonig por no mínimo 24h.   

 



 26 

3.2.1 Substâncias utilizadas para o tratamento 

As substâncias utilizadas como sensibilizantes foram: Parafenilenodiamina - 

sensibilizante severo (Concentração 1%), Dinitroclrobenzeno - sensibilizante 

severo (1%); irritantes: Lauril sulfato de Sódio (Sigma, USA) - irritante moderado 

(25%) e Triton® X-100 (Sigma, USA) - irritante moderado (25%). Todas as 

substâncias foram classificadas como sensibilizantes e irritantes de acordo com 

Santos e colaboradores (2009). As substâncias foram diluídas em etanol 30% ou 

acetona/óleo de oliva (4:1) de acordo com a literatura (Tabela 3). 
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Tabela 3: Substâncias que foram utilizadas no presente estudo, suas doses e referências 
bibliográficas. + = substância e dose investigada no artigo. 

Dinitroclobenzeno, Pafenilenodiamina: Diluídos 4:1 em acetona/ óleo de oliva e Lauril       

sulfato de sódio e Triton - X em etanol 30%. 

 

Substância Dinitroclorobenzeno Lauril 
sulfato 

de sódio 

Parafenilenodiamina Triton X-
100 

Dose/ 
Referência 

1% 25% 1% 25% 

Goutet et 
al. 2004 

+    

Lee et al. 
2002 

+ +   

Lee et al. 
2003 

+    

Lee et al. 
2004 

+ +   

Montelius J. 
et al. 1998 

   + 

Ku et al. 
2008 

+    

Idehara et 
al.2008 

+  +  
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3.3 Citometria de fluxo 

3.3.1 Citômetro de fluxo 

O citômetro de fluxo (Esquema 1) é um aparelho capaz de detectar a 

emissão de fluorescência de células em suspensão. As células são incubadas 

com anticorpos ligados a fluorocromos (ex: Isotiacianato de fluoresceína FITC e 

Ficoeritrina, PE), passam pelo aparelho onde são expostas individualmente a um 

feixe de luz focalizada, em geral um laser. Cada célula é avaliada com relação ao 

tamanho e granulosidade, a avaliação do tamanho relativo da célula (‘Forward 

Scatter – FSC’) e da granulosidade (‘Sider Scatter – SSC’) permite distinguir vários 

tipos celulares, como por exemplo, linfócitos, neutrófilos e monócitos. 

 

Esquema 1: Princípio da citometria de fluxo. A suspensão celular é aspirada pelo 
aparelho e apenas uma célula de cada vez é analisada. O raio laser incidente gera um 
comprimento de onda específico, a luz que emerge da amostra é analisada quanto à 
difusão frontal (detector FSC) e lateral (detector SSC), da mesma forma que a luz 
fluorescente dos marcadores FITC (detector FL1) e PE (detector FL2) acoplados aos 
anticorpos. As informações são passadas para o computador e as análises dos dados são 
feitas em softwares específicos. 
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3.3.2 Anticorpos 

 Para a análise quantitativa de subpopulações linfocitárias utilizamos 

anticorpos monoclonais (obtidos da eBioscience) disponíveis comercialmente e 

conjugados com fluorocromos diferentes, conforme descrito na tabela 4. A fim de 

anular a contagem de marcação inespecífica do anticorpo foi realizado em todos 

os experimentos o controle do isotipo  IgG2b de rato APC, FITC, PE-Cy5 e PerCP-

Cy-5.5 todos obtidos da eBioscience. O marcador de proliferação 

Bromodeoxiuridina BrdU (Sigma, USA) foi identificado através da marcação com 

anti-BrdU FITC (BD Pharmingen, USA). 
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Tabela 4: Anticorpos monoclonais, distribuição do receptor e o fluorocromo que foram 
utilizados para identificação das subpopulações celulares. 
 

 

Anticorpos Monoclonais 

 

Principal expressão celular 

 

Fluorocromo 

Anti-CD4 Linfócitos T restritos ao 
MHC de classe II, co-
receptor para células T 
auxiliadoras. 

 

APC 

Anti-CD8 Linfócitos T restritos ao 
MHC de classe I, co-
receptor de células T 
citotóxicas. 

 

PerCP-Cy5.5 ou 

 PE Cy.5 

PerCP 

Anti-CD11a Leucócitos e 
principalmente linfócitos 

PE 

Anti-CD19 

 

Maioria dos linfócitos B 

 

PE 

Anti-CD25 Linfócitos T e B ativados. 
T-regulatórias. 

 

FITC e PE 

Anti-CD69 Leucócitos ativados, 
Linfócitos T e B, Células 
NK, Neutrófilo, Basófilos, 
Eosinófilos e Células de 
Langerhans. 

 

PE 

Anti-B220 

 

 Linfócitos B 

 

PE 

APC= Aloficocianina, PerCP= Proteína Clorofila Peridina, PE= Ficoeritrina, FITC= 
Isotiocianato de Fluoresceína. (Mochimaru et al., 2008, Hayashi et al., 2005) 
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3.3.3 Marcação dos receptores de superfície membranar e BrdU 

A suspensão celular foi colocada com PBS 0,01M (solução contendo NaCl, 

NaHPO4.12H2O, K2HPO4 e água deionizada), centrifugada por 5 minutos a 300g 

e ressuspendida em solução de PBS/BSA 1% (para bloqueio de possíveis 

marcações inespecíficas) e contada em câmara de Neubauer. A viabilidade celular 

foi avaliada com azul de tripan (Sigma-USA). As células foram então incubadas 

durante 30 minutos com os anticorpos descritos (Tabela 4 em 3.3.2) e seus 

controles negativos (IGs). Após a incubação as células foram ressuspendidas em 

PBS, centrifugadas por 5 minutos a 300g. Após a marcação dos receptores as 

células foram fixadas em solução de PBS contendo 2% de paraformaldeído 

(Merck GER), a 4ºC por 40 minutos. Para a marcação intracelular do BrdU as 

células, já marcadas para os receptores de superfície foram lavadas com PBS, 

centrifugadas por 5 minutos a 300g e 200µl de etanol 70% gelado foi acrescentado 

lentamente e sob agitação. Após este procedimento, as células foram incubadas 

por 30 minutos a –20°C. As células foram lavadas duas vezes com PBS para 

retirar o etanol e ressuspendidas em uma solução tamponada de DNase 

(contendo 0,15M de NaCl, 4,2 mM de MgCl2, 10uM de HCl  e 100 U/ml  de DNase 

I DN25-10mg), por 40 minutos a 25°C em banho maria. As células foram lavadas 

duas vezes com PBS para retirar o HCl, centrifugadas por 10 minutos a 300g e 

incubadas com o anti-BrdU por 20 minutos. Após a incubação as células foram 

lavadas com PBS e centrifugação por 10 minutos a 300g.  

Para a avaliação do BrdU um kit da BD Pharmingem (FITC Brdu Flow Kit) foi 

utilizado para possibilitar a avaliação comparativa da marcação do BrdU com 

reagentes preparados no laboratório. Após o procedimento de eutanásia dos 

animais, os linfonodos auriculares foram isolados e homogeneizados para a 

obtenção da suspensão celular. As células obtidas foram colocadas em placas de 

96 poços em uma concentração de 106/50µl células por poço, foi feito a marcação 

dos receptores de superfície conforme descrito anteriormente. Para a fase da 

fixação e permeabilização essas células foram ressuspendidas em 50 µl do tampão 

cytofix/Cytoperm™ e incubadas por 30 minutos no gelo. Em seguida, as células 



 32 

foram lavadas com o tampão de lavagem (Perm/Wash™) e centrifugadas por 5 

minutos a 300g. Depois da centrifugação, as células foram ressuspendidas em 50µl 

do tampão Cytoperm Plus™, lavadas com o tampão Perm/Wash™ e centrifugadas 

por 5 minutos a 300g. O passo da fixação e permeabilização foi repetido, as células 

foram novamente ressuspendiadas em 50µl do tampão cytofix/Cytoperm™ e 

incubadas por 30 minutos no gelo. Em seguida, as células foram lavadas com o 

tampão Perm/Wash™ e centrifugadas por 5 minutos a 300g.  

Para o tratamento com a DNAse, as células foram ressuspendidas em 20 µl da 

DNAse (30µg de DNAse por poço), incubadas por 1 hora a 37°C, lavadas com o 

tampão Perm/Wash™ e centrifugadas  por 5 minutos a 1500 rpm. As células 

foram marcadas com o anti-BrdU diluído no tampão Perm/Wash™, incubadas por 

20 minutos em temperatura ambiente, lavadas com o tampão Perm/Wash™ e 

centrifugadas por 5 minutos a 300g. 

Todas as amostras foram lidas no mesmo dia do experimento em um 

citômetro de fluxo (FACSCalibur BD) e depois analisadas nos softwares  WinMDI 

2.9 e Summit 4.3. 

 3.4 Ensaio de imunoabsorção por ligação enzimática (ELISA) 

Para realização desse ensaio foi necessário adicionar o primeiro anticorpo à 

placa (anticorpo necessário para captura do antígeno), soluções testes contendo o 

antígeno e as soluções padrões (soluções com concentrações conhecidas do 

antígeno), foram também adicionadas à placa para que ocorra essa ligação. Os 

antígenos que não ligaram foram removidos por lavagem, e o segundo anticorpo, 

ligado a uma enzima foi adicionado, essa enzima reage com um substrato incolor. 

O substrato foi então ativado pela porção enzimática do ligante, produzindo um 

produto final colorido (Esquema 2) (Abbas, 2008). A mudança de cor foi então lida 

diretamente em aparelho apropriado.  

As placas foram então lidas em um leitor de ELISA que mede a 

absorbância, ou seja, mede a quantidade de um feixe de luz com um comprimento 

de onda determinado absorvido por uma suspensão (amostra).  
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Esquema 2: Esquema da metodologia do ELISA. (1) O primeiro passo para o método do 
ELISA é ligar o anticorpo de captura à placa. (2) Depois o antígeno (amostra) é 
adicionado e se liga ao anticorpo. (3) O segundo anticorpo ligado à enzima é adicionado e 
após o tempo de incubação do anticorpo o substrato é adicionado, o substrato é incolor e, 
quando ativado pela porção enzimática do ligante, produz um produto final colorido (4) 
(Abbas, 2008). 

 

 

 

 

1 2 

3 4 
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3.4.1 Citocinas mensuradas através do método de ELISA 

Foram utilizados Kits comerciais de ELISA (R&D Systems) para quantificar 

diversas citocinas no soro dos animais tratados com as substâncias 

sensibilizantes, irritantes e seus respectivos controles. As seguintes citocinas 

foram mensuradas: TNF-α e IL-4. Segue a descrição da metodologia. 

Para o Ensaio de Imunoabsorção por Ligação Enzimática (esquema 2), 

foram adicionados  50µl do anticorpo de captura, “overnigth” a 4°C. No dia 

seguinte, o anticorpo não ligado foi retirado e a placa lavada 3 vezes com 200µl de 

uma solução de PBS/Tween 20 (PBS/Tween20 0,05%). A placa foi virada em um 

papel absorvente para remover qualquer resíduo do tampão. Em seguida foi 

adicionada a solução bloqueio (PBS/BSA 1%) na placa e incubado por 1 hora em 

temperatura ambiente. Após o intervalo de 1h, foi desprezada a solução bloqueio 

e placa lavada 4 vezes com 200µl de uma solução de PBS/Tween 20 

(PBS/Tween20 0,05%), Na última lavagem a placa foi virada em um papel 

absorvente para remover qualquer resíduo do tampão. Foram adicionados 100 µl 

da curva padrão e feito uma diluição seriada de 1:2, nesse momento foi colocado 

100 µl das amostras nos poços correspondentes (nos poços que representam o 

branco foi colocado 100 µl da solução PBS/BSA1%/Tween20 0,05%, a mesma 

solução que foi diluída a curva padão e as amostras), as amostras foram 

incubadas “overnigth” a 4°C. Após a incubação as amostras foram retiradas e os 

poços lavados 4 vezes com 200µl de uma solução de PBS/Tween 20 

(PBS/Tween20 0,05%), Na última lavagem a placa foi virada em um papel 

absorvente. Foram colocados 50µl do anticorpo de detecção e incubado por 1 

hora em temperatura ambiente. Após a incubação as amostras foram retiradas e 

os poços lavados 4 vezes com 200µl de uma solução de PBS/Tween 20 

(PBS/Tween20 0,05%), Na última lavagem a placa foi virada em um papel 

absorvente. Foram adicionados 100 µl/poço da streptavidin-HRP e incubado por 

30 minutos. A placa foi lavada 8 vezes com 200µl de uma solução de PBS/Tween 

20 (PBS/Tween20 0,05%), Na última lavagem a placa foi virada em um papel 

absorvente para remover qualquer resíduo do tampão. Logo após a lavagem 
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foram adicionados 50µl/poço da solução reveladora (OPD) (solução OPD: 1 

comprimido OPD o-Phenylenediamine) em 50ml do tampão OPD (1 cápsula do 

tampão fosfato citrato em perborato de sódio) em 100ml de água deionizada. A 

leitura foi feita em 450nm em um leitor de ELISA. 

3.5 Microscopia Confocal 

A microscopia confocal (Figura 6) utiliza uma fonte de luz (laser) que é 

projetada na amostra. A imagem coletada da amostra passa por um pequeno 

orifício e somente a imagem originada do plano focado alcança o detector. A luz 

proveniente de fora do plano de foco é em grande parte eliminada. O sinal gerado 

é visto em um monitor (Junqueira & Carneiro; 2004). As vantagens do microscópio 

confocal são: imagens multidimensionais, seccionamento óptico, melhor contraste 

e melhor resolução que a microscopia de luz convencional. 

 

 

 

 

 

                                        

 

 

(modificado de Junqueira & Carneiro; 2004) 

Figura 6: Microscopia confocal. A iluminação de uma fonte de laser atinge a amostra e é 
refletida. Um espelho dirige a luz refletida a um obstáculo que possui um pequeno orifício. 
A luz proveniente de planos da amostra que estão frente ou atrás do plano focalizado é 
bloqueada pelo obstáculo.  
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3.5.1 Análise dos linfonodos auriculares 
 

Após a eutanásia dos animais os linfonodos auriculares foram retirados, 

colocados em Tissue Tek (LEICA Instruments, Alemanha) e criopreservados em 

Nitrogênio líquido. Foram feitos cortes de 5µm de espessura com auxílio do 

criostato (Leica, GER). Para marcação dos receptores de superfície os cortes 

foram fixados com acetona PA (VETEC, BRA) por 10 minutos. Para o bloqueio de 

marcações inespecíficas os cortes foram incubados em uma solução de PBS/BSA 

12,5% overnight. Para degradar o DNA utilizamos HCl 2N (Merck, GER) por 30 

minutos e após o tempo de incubação neutralizamos com borato de sódio (Sigma, 

USA) pH 8.5 por 10 minutos. Foram adicionados os anticorpos CD4, CD8 e BrdU 

por 30 minutos e após este período os cortes foram lavados por imersão três 

vezes com PBS. As lâminas foram montadas com a solução de montagem 

(glicerina/PBS 1:3) e o material foi analisado através do microscópio Confocal.     

  3.5.2 Análises histopatológicas das orelhas 

As orelhas dos camundongos tratados com as substâncias irritantes, 

sensibilizantes e seus respectivos controles foram retiradas para análise 

histológica e colocadas em tubos falcon (15ml BD) contendo o fixador Milonic 

(fórmula em anexo 1) por no mínimo 24h.   

As orelhas foram colocadas em cassetes e lavadas em água corrente por 

30 minutos, em seguida os cassetes contendo as orelhas foram colocados em 

álcool absoluto em uma temperatura de 60°C, 3 vezes por 30 minutos cada. Este 

processo é chamado de desidratação e consiste na retirada de água do tecido. Os 

cassetes foram, então, colocados em xilol (Proquimios) 2 vezes por 30 minutos 

cada, processo chamado de diafanização, que consiste na retirada do álcool do 

tecido. Para o processo de impregnação, os cassetes foram banhados 2 vezes em 

parafina por 1hora cada (todos os processos foram feitos em estufa com a 

temperatura a 60°C). 
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Em seguida os cassetes foram emblocados com parafina (Easy Path) 

derretida. Após o resfriamento da parafina os blocos foram colocados na 

superfície fria da máquina de emblocamento e, após estarem completamente 

endurecidos, retirados do molde. Os cortes foram feitos com auxílio de um 

micrótomo (Leica, GER), colocados no banho histológico (Leica, GER) e aderidos 

a lâminas de vidro. 

Para o procedimento de coloração com hematoxilina e eosina, as lâminas 

contendo os cortes das orelhas foram colocadas na estufa por 30 minutos. As 

lâminas passaram por 3 banhos em xilol por 10 minutos cada (esse processo é 

para retirar o que sobra de parafina no material). Para retirar o excesso de xilol, as 

lâminas foram banhadas 3 vezes em álcool absoluto 5 minutos cada. Foram 

lavadas em água corrente por 2 minutos e colocadas em uma cuba com 

hematoxilina por 50 segundos, após a coloração com a hematoxilina, as lâminas 

foram lavadas em água corrente por 4 minutos, depois foram colocadas em uma 

cuba contendo a Eosina por 40 segundos e lavadas por 2 minutos em água 

corrente. As lâminas foram novamente banhadas em álcool 3 vezes por 5 minutos 

e depois banhadas 3 vezes no xilol por 5 minutos cada. As lâminas foram 

montadas com entellan (Merck, GER) e analisadas no microscópio de campo 

claro. 

3.6 Análise Estatística 

A análise descritiva foi realizada com auxílio dos softwares Excel 2007 e 

Graph prism 5.1. Para analisar a significância dos dados obtidos o Teste não 

paramétrico Mann-Whitney foi aplicado com o auxílio do programa Graph prism 

5.1. Os dados foram estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor 

que 0,05.  
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IV. Resultados 

 

4.1 Peso dos animais 

Inicialmente, buscamos avaliar se a toxicidade das substâncias 

sensibilizantes e irritantes nas doses utilizadas poderia interferir no peso dos 

animais. Todos os animais foram pesados e tratados por três dias consecutivos no 

dorso de ambas as orelhas com o veículo acetona/azeite de oliva (A/OO 4:1), com 

os sensibilizantes dinitroclorobenzeno (DNCB 1%) e parafenilenodiamina (PPD 

1%), os irritantes lauril sulfato de sódio (LSS 25%), tritonX-100 (TX-100 25%) e o 

veículo etanol (30%), Os pesos dos animais foram registrados durante os três 

primeiros dias e no último dia de ensaio. Não observamos diferenças significativas 

na perda de peso em relação aos grupos tratados e os grupos controle (Tabela 5). 

Tabela 5: Peso dos animais. A tabela apresenta a média dos primeiros 3 dias de 
tratamento (peso inicial) e o dia da eutanásia (peso final). Animais tratados com as 
substâncias sensibilizantes DNCB e PPD e o controle A/OO, bem como os tratados com 
LSS, TX-100 e o controle etanol. Dados apresentados como média ± desvio padrão, n=10 
camundongos por grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Padronização do Ensaio do Linfonodo Local Murino 

Duas abordagens foram testadas para padronização do LLNA alternativo. 

Na primeira, a possibilidade de utilizar um kit comercial ou de fazer os reagentes 

necessários para a marcação do BrdU. Os resultados obtidos (Tabela 6) tanto com 

o kit e com os reagentes preparados no laboratório não demonstraram nenhuma 
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diferença considerável, e por isso, os outros experimentos foram realizados sem o 

kit, o que tornou o procedimento mais barato. 

Tabela 6: Número absoluto de células BrdU+ em animais tratados com as substâncias 
sensibilizantes e seu controle. Células BrdU+ foram obtidas de linfonodos de drenagem 
através do kit comercial e com reagentes preparados no laboratório. Dados estão 
apresentados como média com n= 4 camundongos por grupo.  

 

 

 

 

A segunda questão era a possibilidade de utilizarmos para o ensaio não um 

pool de linfonodos dos animais tratados e sim os linfonodos dos animais 

individuais. O único obstáculo a ser superado era o número de células a serem 

obtidas, que caso muito baixo prejudicaria naturalmente as analises posteriores. 

Diminuindo o valor total necessário por trabalharmos em placas de 96 poços e não 

em tubos de FACS diretamente, foi possível alcançar o número de células 

necessárias para a leitura, até 10.000 eventos por segundo no citômetro de fluxo 

(Tabela 7). Tendo em vista que a utilização de animais individualmente era 

estatisticamente mais interessante e que havia desta forma a possibilidade futura 

de diminuir ainda mais o número de animais utilizados neste ensaio todos os 

outros experimentos foram realizados com linfonodos de cada animal tratado.   
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Tabela 7: Número de células de pool de linfonodos e dos linfonodos individuais de 
animais. A tabela apresenta o número de células de linfonodos de animais individuais e 
do pool de células de linfonodos dos animais tratados com as substâncias sensibilizantes, 
irritantes e seus respectivos controles. Também são mostrados os números de eventos 
lidos por segundo no citômetro de fluxo. Dados estão apresentados como média com n= 4 
camundongos por grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Análise da celularidade dos linfonodos de drenagem 

Para analisar a celularidade total, utilizamos o corante de viabilidade azul 

de tripam. Observamos um aumento da celularidade nos grupos tratados com as 

substâncias sensibilizantes DNCB (7,2 x 106) e PPD (6,6 x 106) em relação ao 

controle A/OO (4,1 x 106), o mesmo aconteceu com as substâncias irritantes LSS 

(5,7 x 106) e TX-100 (4,3 x 106) em relação ao controle Etanol (3,3 x 106) (Figura 

7). Esse aumento foi cerca de 2 vezes para os animais que receberam o DNCB. A 

substância irritante LSS teve aumento semelhante ao DNCB quando comparado 

ao controle etanol. O aumento da celularidade no linfonodo auricular dos 

camundongos tratados tanto com as substâncias irritantes quanto com as 

sensibilizantes foi significativo.   
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Figura 7: Aumento da celularidade dos linfonodos de drenagem. Contagem de linfócitos 
nos linfonodos de camundongos tratados com as substâncias sensibilizantes DNCB e 
PPD e o controle A/OO. Também são mostrados as substâncias irritantes LSS e TX-100 e 
o controle etanol.  Dados apresentados como média ± desvio padrão, com 4 animais por 
grupo. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 demonstram que houve diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle segundo teste não paramétrico 
Mann-Whitney  com índice de confiança de 95%. 

 

 4.4 Análise de subpopulações de linfócitos 

Após analisar a celularidade dos linfonodos de drenagem de animais 

tratados com as substâncias sensibilizantes, irritantes e seus respectivos 

controles, investigamos a expressão das moléculas CD4, CD8 e B220, 

inicialmente através da citometria de fluxo. 

No que diz respeito ao percentual de células positivas para as moléculas 

CD8 e B220 não houve diferença significativa nos valores percentuais dessas 

subpopulações, apenas no percentual das células CD4+ em camundongos 

tratados com TX-100, sendo este aumento cerca de 5% quando comparado com o 

controle (Tabela 8). Por outro lado, a análise do número absoluto dessas células, 

demonstrou um aumento significativo de células CD4+ e CD8+ em animais 

tratados com as substâncias DNCB, PPD em relação ao controle A/OO, na 

expressão da molécula B220+ esse aumento foi significativo apenas para animais 
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tratados com a substância DNCB (Figura 8A). Já nas substâncias irritantes, um 

aumento significativo pode ser evidenciado no número de células B220+ em 

animais tratados com LSS e no número de células CD4+ em animais tratados com 

TX-100, todos em relação ao controle etanol (Figura 8B) 

Tabela 8: Camundongos tratados com DNCB, PPD e o controle A/OO e animais tratados 
com LSS, TX-100 e o controle etanol. Os dados estão apresentados como mínimo, Q1 
(corresponde a 25% das amostras), Mediana (valor no qual se encontram 50% das 
amostras), Q3 (correspondente a 75% das amostras), máximo, média e ± desvio padrão, 
com 4 animais por grupo. * p<0,05 demonstra que houve diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle segundo teste não paramétrico Mann-Whitney 
com índice de confiança de 95%. 
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Figura 8: Aumento de Células CD4+ CD8+ e B220+ linfonodos de drenagem. (A) 
Número absoluto de linfócitos T CD4, TCD8 e B B220, animais tratados com, DNCB, PPD 
e o controle A/OO (B) Também são mostrados números absolutos de células CD4+, 
CD8+ e células B220+, animais tratados com LSS e TX-100 e o controle etanol. Dados 
apresentados como média ± desvio padrão, com 4 animais por grupo. * p<0,05, ** p<0,01 
e *** p<0, 001 demonstram que houve diferença estatisticamente significante em relação 
ao grupo controle segundo teste não paramétrico Mann-Whitney com índice de confiança 
de 95%. 
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4.5 Expressão de marcadores de ativação celular e adesão 

 

Tendo sido confirmado o acúmulo de células TCD4, TCD8 e B (B220) nos 

linfonodos de drenagem, ainda por citometria de fluxo, foi avaliada a expressão de 

alguns marcadores de ativação celular, como por exemplo, a cadeia α do receptor 

IL-2 (CD25) e o CD69, que são expressos em células T e B. Também foi estudado 

o marcador de adesão CD11a que é também conhecido como a cadeia αL do 

LFA-1 (antígeno 1 associado à função leucocitária), sendo expresso 

constitutivamente nas  células T maduras e podendo aumentar sua intensidade de 

expressão frente a ativação celular. 

Em relação aos marcadores de ativação CD25 e CD69 em relação as  

substâncias sensibilizantes, foi observado um aumento significativo de células 

CD4+CD25+ em animais que foram tratados com DNCB e PPD quando 

comparados com o controle A/OO (Figura 4.3A). Esse aumento também está 

representado pelo histograma na figura 4.3B. Também foi observado um aumento 

no percentual de células CD4+CD69+ em animais tratados com PPD (Figura 4.3C 

e 4.3D). Encontramos um aumento de células CD8+CD69+ em animais tratados 

com DNCB e PPD (Figura 4.4A e 4.4B). As subpopulações CD8+CD25+, não 

apresentaram diferenças significativas quando comparadas com o grupo A/OO 

(Firura 4.4C e 4.4D).  

No entanto, quando os animais foram tratados com as substâncias 

irritantes, o aumento de células CD4+ foi significativo apenas para o marcador de 

ativação CD69 (Figura 4.5A e 4.5B) e esse aumento foi visto apenas na 

substância LSS em relação ao controle etanol. Não foi observada diferença 

significativa no percentual de células CD4+CD25+ (Figura 4.5C e 4.5D). O 

marcador de adesão CD11a não apresentou um aumento significativo para as 

substâncias irritantes quando comparados ao controle (Figura 4.5D). No entanto, 

os animais que foram tratados com o PPD revelaram um discreto aumento da 

expressão de células CD4+CD11a+ quando comparados aos animais tratados 

com o veículo  A/OO (Figura 4.3E). 
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Figura 9: Expressão de marcadores de ativação e adesão. (A) Percentual de células 

CD4+CD25+ em animais tratados com DNCB e PPD e o controle A/OO. (B) Histograma 

com expressão de CD4+CD25+ em animais tratados com controle isotipo (Ig) (cinza), 

A/OO (preto), DNCB (vermelho) e PPD (Azul). (C) Percentual de células CD4+CD69+ em 

animais tratados com DNCB e PPD e o controle A/OO. (D) Histograma com expressão de 

CD4+CD69+ em animais tratados com controle isotipo (Ig) (cinza), A/OO (preto), DNCB 

(vermelho) e PPD (Azul). (E) Percentual de células CD4+CD11a em animais tratados 

DNCB e PPD e o controle A/OO. Dados apresentados com 4 animais por grupo.  *p<0,05 

demonstra que houve diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle 

segundo teste não paramétrico Mann-Whitney com índice de confiança de 95%. 
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Figura 10: Expressão de marcadores de ativação e adesão. (A) Percentual de células 
CD8+CD69+ em animais tratados com DNCB e PPD e o controle A/OO. (B) Histograma 
com expressão de CD4+CD69+ em animais tratados com controle isotipo (Ig) (cinza), 
A/OO (preto), DNCB (vermelho) e PPD (Azul). (C) Percentual de células CD8+CD25+ em 
animais tratados com DNCB e PPD e o controle A/OO. (D) Histograma com expressão de 
CD4+CD25+ em animais tratados com controle isotipo (Ig) (cinza), A/OO (preto), DNCB 
(vermelho) e PPD (Azul). Dados apresentados com 4 animais por grupo.  *p<0,05 
demonstra que houve diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle 
segundo teste não paramétrico Mann-Whitney com índice de confiança de 95%. 
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Figura 11: Expressão de marcadores de ativação e adesão. (A) Percentual de células 
CD4+CD69 em animais tratados com LSS e TX-100 e o controle etanol. (B) Histograma 
com expressão de CD4+CD69+ em animais tratados com controle isotipo (Ig) (cinza), 
etanol (preto), LSS (vermelho) e TX-100 (Azul). (C) Percentual de células CD4+CD25+ 
em animais tratados com LSS e TX-100 e o controle etanol. (D) Histograma com 
expressão de CD4+CD69+ em animais tratados com controle isotipo (Ig) (cinza), etanol 
(preto), LSS (vermelho) e TX-100 (Azul). (E) Percentual de células CD4+CD11a+ em 
animais tratados com LSS e TX-100 e o controle etanol. Dados com 4 animais por grupo. 
***p<0, 001 demonstra que houve diferença estatisticamente significante em relação ao 
grupo controle segundo teste não paramétrico Mann-Whitney com índice de confiança de 
95%. 
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4.6 Proliferação celular nos linfonodos de drenagem 

A análise do número absoluto de células CD4+ CD8+ e células B B220+ 

mostrou que os camundongos tratados com as substâncias sensibilizantes, 

quando comparados aos animais tratados com o veículo A/OO, apresentavam um 

aumento significativo do número total dessas células. Com as substâncias 

irritantes, foi observado um aumento significativo no número de células CD4+ 

quando os animais foram tratados com a substância TX-100 e um aumento no 

número de células B (B220) quando os animais foram tratados com a substância 

LSS. O próximo passo foi investigar a proliferação dessas subpopulações 

específicas nos linfonodos de drenagem. 

 

4.6.1 Proliferação no total de células 
 

A suspensão celular dos linfonodos de drenagem de todos os grupos foi 

marcada com o anti-BrdU e analisada por citometria de fluxo. Os resultados 

mostraram um aumento no número total de células proliferando nos linfonodos de 

animais tratados com DNCB (4,5 x 104) e PPD (8,4 x 104) em relação ao controle 

A/OO (1,4 x 104). Entretanto, nos animais tratados com as substâncias irritantes 

LSS (1,5 x 104) e TX-100 (1,9 x 104), não houve diferenças significativas quando 

comparamos com o controle etanol (1,7 x 104) (Figura 12).  
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Figura 12: Número de células BrdU+ nos linfonodos de drenagem. Número total de 
células BrdU+ em animais tratados com as substâncias sensibilizantes DNCB e PPD e o 
controle A/OO. Também é mostrado número total de células BrdU+ em animais tratados 
com as substâncias irritantes e o controle etanol. Dados apresentados como média ± erro 
padrão, com 4 animais por grupo. *** p<0,001 demonstra que houve diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle segundo teste não paramétrico 
Mann-Whitney  com índice de confiança de 95%. 

 

4.6.2 Proliferação de subpopulações 

 

A análise dos linfonodos de drenagem mostrou um aumento no número 

total de células BrdU+ nos animais que foram tratados com as substâncias 

sensibilizantes quando comparadas com o controle. Investigamos então, as 

subpolulações de células CD4+, CD8+ e B220+ quanto à proliferação nos 

linfonodos de drenagem de animais tratados com as substâncias sensibilizantes, 

irritantes e seus respectivos controles.  

Em relação as substâncias sensibilizantes (Figura 13A) foi constatado um 

aumento significativo no número absoluto de células CD4+ quando comparado 

com o seu controle, esse aumento foi significativo apenas para o grupo tratado 

com DNCB. Quanto a subpopulação de células CD8+ houve um claro aumento 

destas células tanto no grupo tratado com DNCB quanto com PPD quando 

comparados ao controle A/OO. No que concerne as subpopulações de células B, 
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marcadas com anti-B220, foi encontrado em média cerca do dobro de células nos 

linfonodos dos animais tratados com DNCB quando comparados com o controle. 

Este achado, no entanto, não pode ser confirmado estatisticamente, 

provavelmente devido a uma grande variação individual no grupo DNCB. 

Já com as substâncias irritantes, não foram observadas diferenças significativas 

na proliferação de células CD4+, CD8+ e B B220+ quando comparamos com os 

grupos tratados com LSS, TX-100 e os grupos tratados com etanol. No entanto, há 

uma tendência ao aumento de células B B220+ (Figura 13B) nos animais tratados 

com LSS (5,5 x 103) em relação ao etanol (1,8 x 103).  
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Figura 13: Expressão de BrdU em subpopulações de linfócitos. (A) Números absolutos de 
células CD4+BrdU+, CD8+BrdU+ e B220+BrdU+ em animais tratados com as substâncias 
sensibilizantes DNCB e PPD e o controle A/OO. (B) Números absolutos de células 
CD4+BrdU+, CD8+BrdU+ e B220+BrdU+ em animais tratados com as substâncias 
irritantes e o controle etanol. Dados apresentados como média ± desvio padrão, com 4 
animais por grupo. ** p<0,001 demonstra que houve diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle segundo teste não paramétrico Mann-Whitney  
com índice de confiança de 95%. 
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4.6.3 Proliferação em subpopulações ativadas nos linfonodos de drenagem 

 

O número absoluto e o percentual das subpopulações CD4+, CD8+ e 

B220+ que expressavam os marcadores de ativação CD25 e CD69 e BrdU foram 

também quantificados. Não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos tratados com as substâncias teste e os tratados com os veículos (Tabela 

9). Porém quando analisado o número absoluto dessas células, foram observadas 

algumas diferenças significativas, como por exemplo, o grupo de animais tratados 

com o DNCB apresentou um aumento significativo na subpopulação 

CD4+CD69+BrdU+ (Figura 14A), esse aumento também foi observado para a 

subpopulação CD4CD25BrdU+ em animais tratados com DNCB e PPD e para a 

subpopulação CD8CD25BrdU+ em animais tratados com PPD (Figura 14B), todos 

quando comparados aos dados apresentados em relação aos camundongos 

tratados com o veículo A/OO. Quando os animais foram tratados com as 

substâncias irritantes não observamos diferenças significativas entre o grupo 

tratado com o veículo etanol e as substâncias irritantes LSS e TX-100 (Figura 

14C). 

Tabela 9: Células CD4 e CD8+ expressando os marcadores de ativação CD25, CD69 e o 
marcador de proliferação BrdU. Dados apresentados como média ± desvio padrão, com 4 
animais por grupo. (N.V= Nenhum valor, não foi possível realizar). 
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Figura 14: Aumento proliferativo de subpopulações. (A) Aumento significativo da 
subpopulação CD4+CD69+BrdU+ animais tratados com DNCB em relação ao controle 
A/OO. (B) Aumento significativo das subpopulações CD4+CD25+BrdU+ e em animais 
tratados com DNCB e PPD e CD8+CD25+BrdU+ em animais tratados com PPD, em 
relação ao controle A/OO. (C) Aumento não significativo das subpopulações 
CD4+CD25+BrdU+ e CD4+CD69+BrdU+ em animais tratados com LSS em relação ao 
controle etanol e PPD em relação ao controle A/OO. Dados apresentados como média ± 
desvio padrão, com 4 animais por grupo. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001 demonstram 
que houve diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle segundo 
teste não paramétrico Mann-Whitney  com índice de confiança de 95%. 
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4.7 Análise de proliferação celular nos linfonodos de drenagem por 

microscopia confocal 

 

Tendo sido encontradas diferenças significativas no número absoluto de 

células CD4+, CD8+ e BrdU+ através de citometria de fluxo, tornou-se 

interessante realizar uma análise in situ dessas subpopulações. Para tal fim a 

microscopia confocal a laser foi a metodologia escolhida.  

Os linfonodos dos animais tratados com LSS apresentaram uma marcação 

muito clara para o BrdU, quando comparados ao controle (Figura 15). Já as 

moléculas CD4 e CD8 não apresentaram essa marcação, quando comparados 

com o controle etanol (Figura 15). Por outro lado, quando avaliamos os animais 

tratados com TX-100, há uma forte marcação para as três moléculas estudadas 

CD4, CD8 e do marcador de proliferação BrdU, quando comparados com o etanol 

(Figura 15).  Analisando de forma qualitativa os resultados indicam uma maior 

expressão do marcador BrdU e das moléculas CD4 e CD8, nos animais tratados 

com TX-100, quando comparamos com os animais tratados com LSS. Da mesma 

forma, os animais que foram tratados com as substâncias sensibilizantes DNCB e 

PPD apresentaram uma forte marcação do BrdU, quando comparados com o 

controle A/OO. Com as moléculas CD4 e CD8 não foram constatadas diferenças 

quando comparadas com a A/OO (Figura 16). 
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Figura 15: Expressão de BrdU, CD4 e CD8 nos linfonodos.  Corte de linfonodos 
congelados, analisados com os anticorpos CD4, CD8 e BrdU nos linfonodos de animais 
tratados com LSS, TX-100 e o controle Etanol, analisados em microscópio confocal. Os 
insertos representam a Ig. Aumento 40X. 
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Figura 16: Expressão de BrdU, CD4 e CD8 nos linfonodos.  Corte de linfonodos 
congelados, analisados com os anticorpos CD4, CD8 e BrdU nos linfonodos de animais 
tratados com DNCB, PPD e o controle A/OO, analisados em microscópio confocal. Os 
insertos representam a Ig. Aumento 40X. 

 

 

 

 

 

 

A/OO

DNCB

PPD

BrdU CD4 CD8

A/OO

DNCB

PPD

BrdU CD4 CD8

40X 40X 40X 



 57 

4.8 Alterações histológicas das orelhas de camundongos 

Diversos trabalhos demonstram que depois do tratamento por três dias 

consecutivos, a espessura das orelhas dos camundongos é aumentada 

significamente, quando comparadas com os animais que foram tratados com 

substâncias sensibilizantes e irritantes em relação aos seus controles (Saint-

Mezard et al., 2003, O’ Leary et al., 2006, Bonneville et al., 2007, Larsen et al., 

2007, Ku et al., 2008).  Este desfecho vem sendo sugerindo na literatura como 

aprimoramento do LLNA. Faltam, no entanto, dados sobre a histopatologia 

comparativa das orelhas dos animais. No presente trabalho, um exame 

histopatológico preliminar das orelhas de animais tratados com as substâncias 

sensibilizantes e irritantes foi feito. 

Nos grupos tratados com os veículos Etanol e A/OO não foram encontradas 

alterações patológicas teciduais, a partir do exame histológico (Figura 17A e 

Figura 18A). Já as substâncias sensibilizantes (DNCB e PPD) (Figura 17B e 17C), 

e as substâncias irritantes (LSS e Triton X-100) (Figura 18B e 18C), induziram 

uma hiperplasia da epiderme, e infiltrado celular nas orelhas dos animais.   
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Figura 17: Mudança nas orelhas dos animais. (A) H&E das orelhas dos animais tratados 
com o veículo Etanol (aumento de 20X), ausência de infiltrado inflamatório e edema da 
epiderme. (B) H&E das orelhas dos animais tratados com LSS (aumento de 20X), 
presença de infiltrado inflamatório e edema da epiderme. Também é mostrado H&E das 
orelhas dos animais tratados com Triton X-100 (aumento de 20X), presença de infiltrado 
inflamatório e edema da epiderme. 
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Figura 18: Mudança nas orelhas dos animais. (A) H&E das orelhas dos animais tratados 
com o veículo A/OO (aumento de 20X), ausência de infiltrado inflamatório e edema da 
epiderme. (B) H&E das orelhas dos animais tratados com DNCB (aumento de 20X), 
presença de infiltrado inflamatório e edema da epiderme. Também é mostrado H&E das 
orelhas dos animais tratados com PPD (aumento de 20X), presença de infiltrado 
inflamatório e edema da epiderme. 
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4.9 Análise de citocinas no soro dos animais tratados com sensibilizantes e     

irritantes.  

Os linfócitos TCD4 e TCD8 secretam uma variedade de citocinas que 

parecem estar envolvidas na resposta inflamatória da hipersensibilidade de 

contato (Goutet, 2005). Além disso, o papel das citocinas na DCA e DCI é de 

grande interesse da comunidade científica, isso porque diferentes citocinas são 

provavelmente secretadas na DCI e nas diferentes fases da DCA (Effendy, 2000). 

Desse modo, nós investigamos o perfil de duas citocinas, a Interleucina-4 (IL-4), 

secretada por células TH2 (subpopulação de células TCD4 efetora), e TNF-α, 

secretada por queratinócitos nas dermatites de contato, macrófagos e células T.  

Foi observado um aumento da citocina TNF-α nos soros de animais 

tratados com os sensibilizantes DNCB e PPD, comparados aos soros de animais 

que foram tratados com o veículo A/OO. Nos soros de animais tratados com os 

irritantes, observamos o aumento da citocina TNF-α apenas nos animais que 

foram tratados com LSS, comparados aos animais que foram tratados com o 

veículo etanol (Figura 19). Em relação a citocina IL-4 não encontramos uma 

quantidade suficiente da citocina para que fosse analisada, tanto para os animais 

tratados com os sensibilizantes, quanto para os animais tratados com os irritantes. 
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Figura 19: Aumento da citocina TNF-α. (A) Aumento da secreção de citocinas no soro de 
animais tratados com os irritantes LSS e TX-100, em relação ao controle etanol. (B) 
Aumento da secreção de citocinas no soro de animais tratados com os sensibilizantes 
DNCB e PPD, em relação ao controle A/OO. Dados apresentados como média ± desvio 
padrão, com 4 animais por grupo 
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V. DISCUSSÃO 

A regulamentação do uso de animais para fins científicos e didáticos é uma 

preocupação constante no meio acadêmico, além de ser assunto que desperta o 

interesse da sociedade. Nas últimas décadas surgiram várias instituições com a 

finalidade de implementar condutas, legislações e fiscalizações a respeito da 

utilização de animais em pesquisa. Diversas metodologias alternativas já foram 

implantadas, sendo este um processo complexo desde seu desenvolvimento até 

sua aceitação regulatória (CAZARIN et al., 2004). É de grande interesse das 

instituições regulamentadoras a busca de novas metodologias e aprofundamento 

das metodologias já validadas.  

Hoje na literatura, encontramos diversas metodologias alternativas ao uso 

de animais de laboratório. No presente estudo o LLNA foi investigado visando o 

aprimoramento deste teste que é atualmente o ensaio alternativo aos testes de 

Buhler e maximização. Diversos trabalhos demonstraram a funcionalidade do 

LLNA e a importância desse teste para a avaliação do potencial sensibilizante de 

várias substâncias, presentes principalmente no meio ambiente, cosméticos e 

produtos de higiene pessoal (SUDA et al., 2002; LEE et al., 2002; LEE et al., 2003; 

LEE et al., 2004; JUNG et al., 2009).  O aprimoramento do LLNA vem sendo alvo 

de discussão nos grupos científicos que se preocupam com o desenvolvimento de 

metodologias alternativas, visto que o desfecho do teste, proliferação celular é 

falho. Nessa dissertação foram abordados: a padronização do teste com o 

marcador de proliferação BrdU, a expressão de distintas moléculas em células dos 

linfonodos tratados com substâncias sensibilizantes e irritantes, a quantificação de 

citocinas importantes na DCA e DCI e a morfologia das orelhas dos camundongos 

através de análise histopatológica.  

Dada a complexidade dos dados obtidos nesta dissertação, esta discussão 

foi dividida em tópicos. 
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Peso dos animais 

Inicialmente, foi investigado se nas doses utilizadas as substâncias 

sensibilizantes e irritantes poderiam induzir a perda de peso nos animais. De fato 

uma alteração no peso dos animais poderia influenciar no sistema imunológico 

dos animais (RIBEIRO et al., 2004) e deixaria dúvidas quanto as reações 

observadas neste estudo. Os resultados obtidos demonstraram que os animais 

tratados tanto com as substâncias sensibilizantes, quanto com as substâncias 

irritantes não apresentaram perda de peso durante o tratamento. Pode-se então 

afirmar que a dose utilizada não gerou nenhuma toxicidade que induzisse a perda 

de peso dos animais.  

Padronização do LLNA 

O Ensaio do linfonodo local murino está descrito nos compêndios do 

ECVAM e ICCVAM (ICCVAM, 1999; ECVAM, 2000), com o desfecho de 

proliferação medido com timidina tritiada. Mais recentemente, também o LLNA 

alternativo, onde a proliferação celular é medida através do marcador não 

radioativo BrdU foi descrito por esses órgãos (ECVAM, 2008; ICCVAM, 2008). No 

entanto, pelo menos duas características do teste permanecem em aberto, sua 

padronização depende do laboratório interessado no ensaio. Uma delas é como 

mensurar o BrdU e quais reagentes utilizar. Nesta dissertação o BrdU foi marcado 

utilizando um kit comercial e com reagentes preparados no laboratório e 

quantificado através de duas metodologias: citometria de fluxo e 

imunofluorescência in situ, através de microscopia confocal a laser.  Em ambas 

(kit e reagentes preparados no laboratório) podemos confirmar a marcação do 

BrdU. As duas metodologias empregadas foram recomendáveis, nas condições 

deste estudo para a avaliação do BrdU. No entanto a quantificação desta molécula 

só foi possível por citometria de fluxo. A avaliação quantitativa in situ exigiria um 

número muito maior de amostras. Neste caso esta metodologia, embora muito 

interessante, quando se objetiva avaliar comparativamente os resultados obtidos 

com a citometria, fugiríamos do escopo de metodologia alternativa, pois o número 

de animais a serem utilizados seria o mesmo do teste de Buhler e maximização 
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(10/20 animais por grupo). Outra característica do LLNA descrita nesta dissertação 

é que enquanto muitos trabalhos na literatura utilizam pool de linfonodos dos 

grupos tratados e controles (SIKORSKI et al., 1996; GERBERICK et al., 2002; 

HUMPHREYS et al., 2003; LEE et al., 2004; GERBERICK et al., 2007; BETTS et 

al., 2007), no presente estudo foi utilizado o pool dos dois linfonodos de cada 

camundongo tratado. Sendo assim, os dados individuais foram obtidos e foi 

possível observar a variação do tratamento em cada grupo. Isto só foi possível, 

com a utilização de placas de 96 poços para a marcação das células, 

necessitando desta forma de um volume menor tanto de células quanto de 

anticorpos quando comparados ao volume necessário para tubos específicos de 

citometria de fluxo. 

Por fim, o teste foi padronizado utilizando reagentes preparados no 

laboratório, a quantificação das amostras foi feita através de citometria de fluxo e 

os dados foram obtidos com pool de dois linfonodos de cada camundongo tratado. 

Análise das subpopulações de linfócitos 

O próximo passo foi avaliar a celularidade, ativação e proliferação dos 

linfócitos nos linfonodos de drenagem desses animais. A aplicação tópica de 

alérgenos químicos (haptenos) leva a expansão de células nos linfonodos de 

drenagem. Esses haptenos são reconhecidos e capturados por células 

especializadas e logo após essa captura migram para o linfonodo de drenagem 

mais próximo. No linfonodo essas células apresentam esses antígenos aos 

linfócitos, esse processo é importante para maturação, ativação, expansão dessas 

células e o desenvolvimento da resposta imune (SAINT – MEZARD et al., 2004; 

BONNEVILLE et al., 2007; TOEBAK et al., 2009). Os resultados aqui obtidos 

revelaram um aumento da celularidade nos linfonodos de animais tratados tanto 

com as substâncias sensibilizantes DNCB e PPD quanto com as substâncias 

irritantes LSS e TX-100. Embora a grande maioria dos irritantes sejam negativos 

para o LLNA, na literatura encontrarmos artigos que mostram que alguns irritantes 

induzem acúmulo e proliferação celular, assim como os sensibilizantes 

(GERBERICK et al., 1992; MONTELIUS et al., 1994; BASKETTER et al., 1998, 
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JUNG et al, 2009). Em um estudo realizado por de Silva colaboradores (1993), foi 

visto um aumento no número total de linfócitos T em camundongos com o 

alérgeno DNCB, esse aumento foi maior do que o observado com o irritante LSS. 

Ku e colaboradores também observaram um aumento da celularidade em 

alérgenos e irritantes, o aumento da celularidade também foi maior para os 

animais tratados com as substâncias sensibilizantes (KU et al., 2008) Da mesma 

forma, descrevemos que este aumento foi maior para o primeiro grupo 

(Sensibilizantes). Demonstramos um aumento da celularidade nos linfonodos dos 

camundongos após o tratamento com as substâncias sensibilizantes e irritantes, 

sendo que somente o tratamento com as substâncias sensibilizantes foi capaz de 

induzir um aumento significativo de células positivas para o BrdU, indicando dessa 

forma, que houve proliferação celular nos linfonodos de drenagem dos animais 

tratados com PPD e DNCB. Jung e colaboradores indicam um aumento da 

incorporação de BrdU após tratamento com LSS (JUNG et al., 2009), no entanto 

não confirmamos esses dados. Este fato deve-se provavelmente, por questões 

metodológicas e principalmente pela diferença da cepa utilizada nessa dissertação 

(CBA) e a que foi utilizada no trabalho do autor (BALB/c). 

Em seguida os linfócitos T e B foram analisados através da marcação de 

CD4, CD8 e B220 respectivamente. 

A contribuição respectiva das células TCD4 e TCD8 na dermatite de contato 

tem sido analisada através de algumas estratégias como, por exemplo, depleção 

in vivo de camundongos normais com anticorpos monoclonais (mAbs) anti-CD4 e 

anti-CD8 e o uso de camundongos nocautes para MHC de classe II e MHC de 

classe I (deficientes em células T CD4 e TCD8 respectivamente). Usando a 

depleção in vivo de subpopulações de células T CD4 e CD8, Gocinski e Tigelar 

foram os primeiros a sugerir que as células T CD8 podiam mediar à resposta da 

DC ao sensibilizante dinitrofluorbenzeno (DNFB) e outros haptenos fortes. Os 

mesmos autores, posteriormente, mostraram que as células TCD4 podiam regular 

a resposta a DC, uma vez que a reação se tornava exacerbada com depleção in 

vivo das células TCD4. Bour e colaboradores usaram camundongos nocautes 
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para MHC de classe I e MHC de classe II, que são deficientes em células T CD8 e 

T CD4, respectivamente. Os camundongos nocautes para MHC I, ou seja 

deficientes para células T CD8, não desenvolveram nenhuma resposta ao 

sensibilizante DNFB, indicando que essas células eram essenciais para o 

desenvolvimento da patologia. Em camundongos nocautes para MHC de classe II 

uma reação exacerbada foi observada com inflamação cutânea crônica. Os 

autores concluíram que as células T CD4 se comportariam como células 

reguladoras e as células T CD8 seriam efetoras na dermatite de contato (BOUR et 

al., 1995). Embora, esses autores tenham mostrado que as células T CD8 têm um 

papel efetor na dermatite de contato (DC), outros estudos mostram que as células 

T CD4 podem ser efetoras na dermatite de contato quando a população de células 

TCD8 é deficiente. Usando camundongos C57BL/6 normais e camundongos 

nocautes para MHC classe I, esses autores estudaram a dermatite de contato com 

os sensibilizantes Dinitrofenol (DNP) e Trinitofenol (TNP).  O TNP foi capaz de 

induzir uma resposta de DC nos C57BL/6 que foi inibida pela depleção in vivo das 

células T CD8 usando anticorpos monoclonais específicos. Os camundongos 

nocautes para classe I foram capazes de desenvolver uma reação de 

hipersensibilidade de contato normal ao TNP (MARTIN et al., 2000).  

Larsen e colaboradores demonstraram a importância dos linfócitos T nas 

duas fases da dermatite de contato, a fase aferente (sensibilização) e a fase 

eferente (desafio). Esses autores encontram um acúmulo e uma maior proliferação 

de célula TCD4 na fase aferente, sugerindo que essas células são dominantes 

nessa fase, e um maior número de células TCD8 proliferando na fase eferente, 

sugerindo que essas células têm um papel decisivo nessa fase (LARSEN et al., 

2007). Na literatura encontramos algumas controvérsias, animais tratados com 

DNCB e LSS tiveram o percentual de células CD4+ e CD8+ diminuído em relação 

aos seus respectivos controles (LEE et al., 2004). Sikorski e colaboradores 

observaram um aumento de células TCD4 nos linfonodos de animais tratados com 

o irritante Cloreto de benzalcônio (BC), e um decréscimo de células CD4+ em 

animais tratados com Tinitroclobenzeno (TNCB) (SIKORSKI et al., 1996). O 

mesmo autor não observou diferença na subpopulação de células CD8+ em 
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animais tratados com irritantes e sensibilizantes. Tanto os dados obtidos com a 

citometria de fluxo quanto com a microscopia confocal não revelaram alteração no 

percentual dessas subpopulações linfocitárias. Por outro lado, foi demonstrado um 

aumento significativo no número absoluto de células CD4+ e CD8+ nos linfonodos 

de drenagem de animais tratados com DNCB e PPD em relação ao controle 

A/OO. Já nas substâncias irritantes encontramos um aumento significativo 

somente de células CD4+, e esse aumento foi apenas para animais tratados com 

o TX-100, assim como no percentual. O aumento do número absoluto dos 

linfócitos TCD4 e TCD8 também foi visto em animais tratados com o sensibilizante 

DNFB (LARSEN et al., 2007), e animais tratados com os sensibilizantes Oxazolina 

e TNCB e o irritante BC (SIKORSKI et al., 1996). Quando comparamos as 

substâncias sensibilizantes com as irritantes, encontramos um maior número de 

células CD4+ nas substâncias sensibilizantes, no entanto, em relação as células 

CD8+ não houve diferença. Na literatura, encontramos poucos trabalhos com as 

substâncias irritantes envolvendo a participação das células CD4+ e CD8+. Em 

relação a atividade proliferativa das subpopulações CD4 e CD8 nos linfonodos de 

drenagem,  os resultados obtidos aqui apontaram um aumento das células 

CD4+BrdU+ nos animais tratados com DNCB, quando comparamos com o veículo 

A/OO. Esse resultado também foi visto em um estudo realizado por Kuhn e 

colaboradores (1995) com o sensibilizante oxazalina, os autores observaram a 

proliferação de células CD4+, quando comparado com o controle. Suda e 

colaboradores também observaram um aumento proliferativo das células CD4+ 

em relação ao controle (SUDA et al., 2002). Os resultados aqui obtidos revelaram 

um maior número de células CD8+ em relação as células CD4+, esse aumento foi 

visto apenas nos linfonodos de animais tratados com as substâncias 

sensibilizantes. Os resultados aqui descritos podem indicar o papel efetor das 

células CD8+ na dermatite de contato. 

No que diz respeito as células B, camundongos expostos a alérgenos 

tiveram o percentual de células B aumentado nos linfonodos de drenagem (SUDA 

et al., 2002; LEE et al., 2004). Gerberick e colaboradores sugeriram que análise da 

expressão do marcador B220 pode diferenciar alérgenos de irritantes 
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(GERBERICK et al., 2002). Outros autores demonstraram a importância das 

células B-1 (uma subpopulação de células B envolvida na resposta imune inata). 

Essas células são ativadas nos órgãos linfóides e produzem anticorpos IgM logo 

após a sensibilização cutânea. Esses anticorpos se ligam aos haptenos 

imediatamente após o contato (CAMPOS et al., 2003). Além disso, camundongos 

desprovidos de células B têm a resposta a hipersensibilidade de contato reduzida 

(SEIDEL-GUYENOT et al., 2004). Demonstramos um aumento no número 

absoluto de células B220+. Esse aumento foi significativo para a substância 

sensibilizante DNCB e para substância LSS, quando comparados com seus 

respectivos controles. Encontramos um maior número de células B nas 

substâncias irritantes e não nas substâncias sensibilizantes, ao contrário do que 

descrito por Geberick e colaboradores (2002). Quando comparamos o número 

absoluto dessas células com as células T nas substâncias irritantes, observamos 

um aumento em relação às células T. O aumento das células B em relação às 

células T já foi observado, porém com substâncias sensibilizantes (KUHN et al., 

1995,  SIKORSKI et al., 1996, LARSEN et al., 2007). O tratamento com a 

substância sensibilizante PPD revelou uma tendência ao aumento das células B e 

com a substância irritante TX-100 não observamos um aumento quando 

comparamos com o seu controle.  Em relação a subpopulação de células 

B220+BrdU+ nos linfonodos de drenagem, tenderam a aumentar com o irritante 

LSS e o sensibilizante DNCB, quando comparados com seus controles, porém 

esta tendência não foi estatisticamente significativa. No entanto, um maior número 

de células B proliferando nas substâncias sensibilizantes e não nas substâncias 

irritantes foi visto. Esse aumento proliferativo das células B também foi visto por 

Larsen e colaboradores (2007), indicando uma participação das células B na 

dermatite de contato alérgica.  

Além da análise de células T e B, investigamos também se essas 

subpopulações expressavam alguns marcadores de ativação, como por exemplo, 

CD25 e o CD69 e o marcador de adesão CD11a. Este último é também conhecido 

como LFA-1 (antígeno 1 associado à função leucocitária), sendo expresso na 

grande maioria das células T ativadas. 
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Um dos primeiros antígenos de superfície celular expresso pelas células T 

após a ativação é o CD69. Uma vez expresso nas células, o CD69 atua como uma 

molécula de co-estimulação para a proliferação de células T é também expresso 

pelas células B, células natural killer (NK), monócitos, neutrófilos e eosinófilos, e é 

constitutivamente expresso pelos timócitos maduros e plaquetas (ZIEGLER et al., 

1994). O CD25 é a cadeia α do receptor IL-2 e expresso em células T e B ativadas 

(RING et al., 2009). Neste estudo quando analisamos os linfócitos T em relação 

aos marcadores de ativação CD25 e CD69, observamos um aumento no número 

absoluto das células CD4 e CD8 expressando esses dois marcadores de ativação. 

Este aumento das células CD4+CD25+ e CD8+CD69+ ocorreu nos linfonodos de 

animais tratados com as substâncias sensibilizantes DNCB e PPD. Para a 

subpopulação de células CD4+CD69+ esse aumento foi visto apenas em animais 

tratados com a substância PPD.  Nos linfonodos de animais tratados com as 

substâncias irritantes um aumento de células CD4+CD69+ foi apenas detectado 

no grupo tratado com LSS. Já o grupo tratado com TX-100 mostrou uma tendência 

ao aumento destas células, porém este resultado não pode ser confirmado 

estatisticamente. Por questões técnicas não analisamos as células CD8, nas 

substâncias irritantes. Os dados descritos aqui para as substancias sensibilizantes 

estão de acordo com Homey e colaboradores (1998), estes autores observaram 

que o tratamento tópico com oxazolina provocou um aumento de células 

expressando os marcadores de ativação CD25 e CD69, quando comparado com o 

seu controle. Esse aumento foi maior em células CD4+ em relação as células 

CD8+. Os mesmos autores quando analisaram a substância irritante óleo de 

cróton não observaram um aumento significativo quando comparado com o 

controle (HOMEY et al., 1998). Em relação o marcador BrdU+ nessas 

subpopulações, não encontramos diferenças significativas nos linfonodo de 

animais tratados com LSS e TX-100. Porém, os resultados indicam um aumento 

de células CD4+CD69+BrdU+ e CD4+CD25+BrdU+ em animais tratados com a 

substância LSS em relação ao controle etanol.  No entanto, no que diz respeito 

aos animais tratados com as substâncias sensibilizantes, observamos um 

aumento BrdU+ nas células CD4+CD69+ para animais tratados com DNCB, 
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CD4+CD25+ para animais tratados com DNCB e PPD e nas células CD8+CD25+ 

para animais tratados com PPD. 

Além de analisar a expressão das subpopulações CD4, CD8 e o marcador 

de proliferação BrdU por citometria de fluxo, analisamos também a expressão 

dessas moléculas in situ. Alguns artigos anteriormente, mostraram a expressão in 

situ do marcador de proliferação BrdU.  Boussiquet e colaboradores (1995) foram 

os primeiros a demonstrarem a possibilidade de analisar in situ o marcador de 

proliferação não-radioativo no método alternativo LLNA. Esses autores mostraram 

uma resposta proliferativa ao dicromato de potássio e identificaram a área 

paracortical como o local de maior proliferação celular (apud LEE et al., 2002). Lee 

e colaboradores utilizando camundongos da cepa Balb/c observaram in situ 

aumento da expressão de células B, via receptor B220 (LEE et al., 2002). Os 

mesmos autores demonstraram aumento na proliferação celular nos linfonodos de 

animais tratados com os sensibilizantes DNCB, HCA (Cinamaldeído Hexyl-α) e o 

alérgeno respiratório TDI (Diisocianato de tolueno), porém, esse aumento não foi 

visto com o irritante LSS (LEE et al., 2003). Recentemente, esse aumento do 

marcador de proliferação BrdU também foi visto nas substâncias sensibilizantes 

PPD e DNCB e na substância irritante LSS (JUNG et al., 2009). Os resultados 

obtidos sugerem um aumento de proliferação nos animais tratados com as 

substâncias sensibilizantes DNCB e PPD, quando comparado com o controle 

A/OO, mas também animais tratados com as substâncias LSS e TX-100. Visto que 

não foi observado um aumento na marcação de BrdU por citometria de fluxo para 

as substâncias irritantes este resultado não era esperado. Por outro lado, seriam 

necessários aqui estudos envolvendo um maior número de animais e de amostras 

para que uma análise quantitativa fosse realizada e também para que um número 

maior de campos nas lâminas pudesse ser analisado. Em relação a expressão das 

moléculas CD4 e CD8 não encontramos diferenças entre os animais tratados com 

o controle A/OO e as substâncias sensibilizantes. Na substância LSS parece 

também não existir um aumento dessas moléculas em ralação ao controle etanol. 

Por outro lado, quando avaliamos os animais tratados com TX-100, verificamos 

uma tendência ao aumento tanto das moléculas CD4, CD8, quando comparadas 
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com o veículo etanol.  Esse resultado confirma o que vimos por citometria de fluxo, 

um aumento das moléculas CD4 em animais tratados com a substância TX-100, 

tanto no número absoluto quanto na porcentagem dessas células, novamente 

esses resultados devem ser consideráveis apenas como preliminares. No entanto, 

o estudo comparativo da expressão das moléculas CD4 e CD8 após tratamento 

com substâncias sensibilizantes e irritantes in situ ainda não foi publicado por 

nenhum autor. 

Perfil de citocinas na DCA e DCI 

Uma variedade de citocinas parece exercer papéis fundamentais para a 

resposta da dermatite de contato, como por exemplo, TNF-α, IL-1β, IL-18, IL-4 e 

IL-6 (WATANABE et al., 2002; SEBASTIANI et al., 2002; AZAM et al., 2005; 

ANTONOPOULOS et al., 2008; TOEBAK et al., 2009). O papel das citocinas é de 

grande interesse para o entendimento dos mecanismos patológicos da DCA e DCI 

(EFFENDY et al., 2000).  O TNF- α, por exemplo, é secretado principalmente por 

queratinócitos e células T, e de acordo com a literatura esse tipo celular não está 

envolvido somente na DCA, mas também na DCI (EFFENDY et al., 2000). O TNF-

α é encontrado aumentado na DCI, desse modo, acredita-se que esse seja um 

mediador inflamatório importante (SAINT – MEZARD et al., 2004). Na DCA essa 

citocina também encontra-se aumentada estando envolvida na migração das CL 

para linfonodos de drenagem, sendo muito importante para o início da resposta a 

(KIMBER et al., 2002, 2003). No presente estudo a citocina TNF- α foi investigada 

no soro de animais tratados com sensibilizantes e irritantes. Os resultados 

preliminares aqui obtidos demonstraram um aumento dessa citocina no soro de 

animais tratados tanto com os sensibilizantes quanto com os animais tratados com 

o irritante LSS, quando comparados com seus respectivos controles. No entanto, 

esse resultado não pode ser confirmado estatisticamente. E isso se deve 

provavelmente ao fato de que poucas amostras foram analisadas até a presente 

data. Outra citocina importante é a IL-4, essa citocina parece exercer um 

importante papel durante a fase eferente (desafio, re-exposição do antígeno). 

Weigmann e colaboradores (1997) demonstraram que a resposta a DCA na fase 
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do desafio foi comprometida em animais deficientes para IL-4. Em relação a 

citocina IL-4, não foi encontrada uma quantidade suficiente para a análise, tanto 

no soro de animais tratados com os irritantes quanto para os animais tratados com 

os sensibilizantes. De fato, isso já era esperado, pois um maior aumento dessa 

citocina é encontrado na fase eferente da DCA e essa fase não é avaliada no 

LLNA. 

Alterações patológicas nas orelhas dos animais  

De acordo com Sociedade Brasileira de Dermatologia (2001), o exame 

histopatológico diagnóstico para a dermatite de contato apresenta os seguintes 

critérios: o estrato córneo apresenta-se normal, a epiderme pode estar espessada 

com a presença de edema entre queratinócitos progredindo para a formação de 

vesículas intra-dérmicas. Há presença de exocitose de linfócitos (presença de 

linfócitos invadindo a epiderme) e infiltrado inflamatório. Na literatura encontramos 

diversos artigos que mostram algumas dessas alterações histopatológicas.  Lee e 

seus colaboradores observaram um aumento proliferativo com o marcador  BrdU 

nas células da epiderme, em animais tratados com DNCB, TDI, HCA e LSS 

quando comparados com seus controles (LEE et al., 2003). Outros autores 

analisaram a contribuição das células TCD4 e TCD8 na Dermatite de contato 

alérgica primária (Indivíduos que podem desenvolver uma dermatite de contato 

com uma única aplicação de um sensibilizante forte). Usando anticorpos 

monoclonais, os animais tiveram as células TCD4 e TCD8 depletadas e foram 

tratados com o sensibilizante severo DNFB. Os animais que tiveram as células 

TCD4 depletadas apresentaram um maior edema da derme e uma significativa 

infiltração celular, quando comparados com animais normais tratados com DNFB. 

Em contraste, os animais sem as células TCD8 não exibiram nenhuma alteração 

patológica. Bonneville e colaboradores mostraram que a resposta a DCI é mais 

severa em camundongos da cepa C57Bl/6 do que em camundongos da cepa 

BALB/c. Os camundongos das duas cepas foram tratados com DNFB, e a 

espessura das orelhas foi avaliada, camundongos da cepa C57BL/6 após 3 horas 

do tratamento demonstravam um edema maior que os camundongos BALB/c. Da 
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mesma forma, a análise histológica demonstrou que após 6 horas do tratamento 

os camundongos C57Bl/6, revelaram um infiltrado celular na derme e um edema 

maior dos que os animais BALB/c (BONNEVILLE et al., 2007). Jung e 

colaboradores mostraram um aumento de peso das orelhas que foram tratadas 

com LSS e PPD 1%, em relação aos controles e analisando o aspecto histológico 

encontraram hiperplasia da epiderme e infiltrado inflamatório (JUNG et al., 2009). 

Da mesma forma, Ku e colaboradores mostram com outros sensibilizantes (DNCB 

e OXA) e o irritante óleo de cróton (CRO), que essas substâncias induzem 

hiperplasia da epiderme e infiltrado inflamatório (KU et al., 2009). Os resultados 

aqui estão de acordo com os achados de Jung e colaboradores (2009) e Boneville 

e colaboradores (2007), tendo sido encontradas as mesmas alterações 

patológicas, hiperplasia e infiltrado, tanto para as substâncias sensibilizantes 

quanto para irritantes. 
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VI CONCLUSÃO 

Com os dados apresentados nesta dissertação é possível concluir que: 

 A marcação de BrdU, tanto com o kit quanto com os reagentes comprados 

separadamente e preparados em laboratório é viável. 

 

 O ensaio pode ser realizado com pool de linfonodos auriculares de cada 

camundongo individualmente, desde que sejam utilizadas placas de 96 

poços e não tubos de FACS.  

 

 A quantificação do BrdU por citometria de fluxo para desfecho de 

proliferação celular para identificação de substâncias sensibilizantes 

severas no LLNA  é possível. No entanto, quando avaliado o mesmo 

marcador de proliferação celular por microscopia confocal este desfecho se 

mostrou questionável. Destarte, não foi possível investigar no âmbito desta 

dissertação o que aconteceria caso utilizadas substâncias moderadas e 

fracas. Estas questões permanecem em aberto e poderão ser estudadas 

posteriormente.  

 

 Dos receptores estudados o mais promissor para identificação de 

substâncias sensibilizantes severas foi a cadeia α do receptor IL-2. Sendo 

este receptor tanto um marcador de ativação quanto de células T 

reguladoras, este achado se torna bastante interessante. Além disso, já foi 

proposto que células T regulatórias participariam da DCA (RING et al., 

2009) Para tal fim os marcadores FOXp3 e NP1 (Neuropilina) seriam os 

mais indicados(CORBEL et al., 2007; RING et al., 2009). 

 

 Os dados do ELISA demonstraram que mensurar citocinas também poderia 

ser uma alternativa para a identificação de substâncias sensibilizantes e 
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irritantes no LLNA. Talvez aqui, possa ser aplicada uma técnica onde o 

rastreamento simultâneo de varias citocinas, dentre elas quimiocinas, seja 

possível, tal como LUMINEX. 

 

 Por fim, as análises histopatológicas das orelhas dos animais tratados com 

substâncias sensibilizantes e irritantes, não apresentaram diferenças.  
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