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RESUMO

NETTO, Juliana de Noronha Santos. Analise clinico-patolégica e qualitativa da
expressao de mediadores inflamatérios teciduais no liquen plano oral. 2021. 74
f. Tese (Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

O liquen plano oral (LPO) é uma condigdo imuno-inflamatéria mucocutanea
cronica que ainda possui etiologia e patogénese desconhecidas. Estudos mostrando
a participacao de citocinas no LPO, em especial, interleucinas (IL)-6, IL-17 e IL-18,
sao escassos, assim como a correlagao das caracteristicas clinicas e histologicas
das lesdes de LPO com a presenca destes mediadores inflamatérios. Todas as
lesdes de LPO e de lesdes liquenoides orais (LLO) foram revisadas a partir do
arquivo do laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro e as caracteristicas clinico-patolégicas
dos casos foram analisadas. Foram selecionados 40 casos de LPO para realizacao
adicional de reagdes imuno-histoquimicas para IL-6, IL-17 e IL-18. A amostra total foi
composta por 221 casos e mostrou que o LPO apresentou predilegao por mulheres
adultas, mais frequentemente acometidas pelo padrdo reticular e com lesbes
localizadas predominantemente na mucosa jugal. Os 40 casos selecionados para a
avaliagao imuno-histoquimica incluiram pacientes com média de idade de 53 anos,
sem predilegcdo por género, e com lesdes localizadas preferencialmente na mucosa
jugal (85%), na gengiva/mucosa alveolar (47%) e na lingua (42%). Quanto ao
padrao clinico, 14 pacientes (35%) mostravam lesdes exclusivamente reticulares e
26 (65%) mostravam lesbes reticulares associadas a lesbes atréfico-erosivas.
Sintomas foram relatados por 53% dos pacientes e incluiram principalmente
ardéncia e desconforto local. A analise histolégica mostrou que o epitélio das lesdes
mostrava espessura normal, atréfica ou hiperplasica em, respectivamente, 17 (43%),
9 (22%) e 14 (35%) casos. A presencga de hiperqueratose foi observada em 21 casos
(53%) e exocitose de linfocitos T CD4+ e T CD8+ estava presente em,
respectivamente, 17 (42%) e 30 (75%) casos. A analise imuno-histoquimica revelou
que a IL-6 foi, de forma geral, a mais expressa, tanto no epitélio, quanto no
conjuntivo. A expressao de IL-17 se mostrou intensa no tecido conjuntivo, em 40%
dos casos. A IL-18 mostrou intensidade mais frequente leve/moderada tanto no
epitélio (40%), quanto no tecido conjuntivo (45%). A presenga de exocitose mostrou
relagdo com a maior expressao das ILs e a expressao de |IL-17 foi maior no epitélio
mostrando hiperqueratose. Os resultados do presente estudo mostraram que as
caracteristicas clinicas das lesées de LPO e de LLO sio distintas e podem ser
utilizadas para diferenciagcdo entre as duas entidades. Os achados histolégicos e
imunohistoquimicos sugerem que as ILs estudadas mostram-se mais presentes
quando ha exocitose linfécitos T CD4+ e T CD8+ e que sua expressao pode ter
relacdo com as alteracbes epiteliais encontradas no LPO, participando da
patogénese e da modulagcido da expressao da doenca.

Palavras-chave: Liquen plano oral. Citocinas. Imuno-histoquimica. Interleucina-6.

Interleucina-17. Interleucina-18.



ABSTRACT

NETTO, Juliana de Noronha Santos. Clinicopathological and qualitative analysis
of the expression of tissue inflammatory mediators in oral lichen planus. 2021.
74 f. Tese (Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Oral lichen planus (OLP) is a chronic immunoinflammatory mucocutaneous
condition of unknown etiology and pathogenesis. Studies focusing on the presence of
cytokines in OLP, especially interleukin (IL)-6, IL-17 and IL-18, are scarce, as well as
the correlation of clinical and histological characteristics with the presence of
inflammatory mediators. All lesions diagnosed as OLP and oral lichenoid lesions
(OLL) were reviewed from the files of the Oral Pathology laboratory, Dental School,
Rio de Janeiro State University, and their clinicopathological characteristics were
analyzed. Forty cases diagnosed as OLP were selected for additional
immunohistochemical reactions directed against IL-6, IL-17 e IL-18. The total sample
was composed by 221 cases and showed that OLP presented a predilection for adult
females, mostly affected by lesions with the reticular pattern and located in the
buccal mucosa. The 40 cases selected for the immunohistochemical reactions
included patients with a mean age of 53 years, with no gender predilection, and with
lesions located mostly in the buccal mucosa (85%), gingiva/alveolar mucosa (47%)
and tongue (42%). The clinical pattern showed reticular lesions in 14 patients (35%)
and reticular and atrophic/erosive lesions in 26 patients (65%). Symptoms were
reported by 53% of the patients and included mostly burning sensation and local
discomfort. Histological analysis showed that the epithelial thickness was normal,
atrophic, or hyperplastic in, respectively, 17 (43%), 9 (22%) and 14 (35%) cases. The
presence of hyperkeratosis was observed in 21 cases (53%), and exocytosis of T
CD4+ and T CD8+ lymphocytes was present in, respectively, 17 (42%) and 30 (75%)
cases. Immunohistochemical analysis showed that, in general, IL-6 was the most
expressed IL both in epithelium and connective tissue. IL-17 expression was
considered intense in the connective tissue from 40% of the cases. IL-18 expression
was considered mostly mild/moderate both in epithelium (40% of the cases) and
connective tissue (45% of the cases). The presence of exocytosis was associated
with a higher expression of the ILs and expression of IL-17 was higher in epithelium
showing hyperkeratosis. The results from the present study showed that the clinical
characteristics of OLP and OLL are distinct and can be useful in differentiating these
two diagnostic entities. The histological and immunohistochemical features suggest
that the studied ILs are more expressed when there is exocytosis of both T CD4+
and T CD8+ lymphocytes. Expression of the ILs can be associated with the epithelial
alterations encountered in OLP, participating in the pathogenesis and modulating the
expression of the disease.

Keywords: Oral lichen planus. Cytokines. Immunohistochemistry. Interleukin-6.

Interleukin-17. Interleukin-18.
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13

INTRODUGAO

O liquen plano oral (LPO) € uma condigdo mucocutanea inflamatoria cronica
que afeta entre 1 a 2% da populagado e que mostra predilecédo por mulheres acima
dos 40 anos de idade (ALRASHDAN et al. 2016; BUDIMIR et al. 2014; CARROZZO
et al. 2019; MANKAPURE et al. 2016; ROOPASHREE et al. 2010; SILVERMAN et
al.1997). Clinicamente, o LPO afeta especialmente a mucosa jugal, a lingua e a
gengiva/mucosa alveolar, apresentando-se como lesdes simétricas, bilaterais e
multiplas (BUDIMIR et al. 2014; CHENG et al. 2016; MANKAPURE et al. 2016;
ROOPASHREE et al. 2010; VAN DER WAAL, 2009). Sado descritos seis tipos
clinicos da doenga, incluindo as formas reticular, papular, em placa, erosiva/atréfica,
ulcerativa e bolhosa (ISMAIL et al. 2010). O padrao clinico reticular, caracterizado
pela presenca de estrias esbranqui¢cadas rendilhadas, representa o achado mais
marcante da doenca e pode estar frequentemente associado ao padrao
atrofico/erosivo, que é considerado o segundo padrdo mais comum e produz areas
eritematosas (CHENG et al. 2016; ISMAIL et al. 2010). Além do envolvimento da
mucosa oral, pode haver acometimento de outras mucosas (em especial a mucosa
genital) e da pele, produzindo nesta ultima, lesdes em padrao papular poligonal de
coloragao violacea e com predilecdo pelos cotovelos, joelhos e punhos (LAVANYA
et al. 2011).

As lesdes liquenoides orais sdo condigdes que apresentam padrao liquenoide,
mas que estdo associadas a outros fatores etiologicos, tais como materiais
restauradores odontolégicos (em especial o amalgama de prata e, nesta situagao,
mostrando relagdo anatdmica de intimo contato com o material restaurador),
medicamentos e a doenca do enxerto contra o hospedeiro, ou que apresentam
aspecto semelhante ao LPO, mas com auséncia de um ou mais aspectos clinicos ou
histopatolégicos (VAN DER WAAL, 2009). Seu diagndstico pode ser desafiador,
visto que em muitos casos estas condi¢des mostram grande similaridade clinica e
histopatolégica com o LPO.

Apesar das caracteristicas clinicas sugestivas, o diagnostico do LPO depende
da confirmagdo dos aspectos histolégicos caracteristicos da doenca, e a
interpretacao isolada da clinica ou da microscopia nao € suficiente para confirmacao
diagnostica (VAN DER MELIJ et al. 2002). O LPO é caracterizado pela presenca de
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um epitélio mostrando areas de acantose e de atrofia, associado a hiperqueratose, e
a presenca de um infiltrado inflamatoério predominantemente linfocitico de localizagao
subepitelial, o qual produz degeneragdo das células da camada basal do epitélio
(CHENG et al. 2016; VAN DER MEIJ & VAN DER WAAL, 2003).

O tratamento do LPO consiste em geral no seguimento clinico dos pacientes
associado ao uso de esteroides tépicos, a fim de reduzir os sintomas e diminuir as
manifestagbes clinicas da doenga (CARROZZO et al. 2019). Episodios de
exacerbagdo e remissdo ndo sdo infrequentes. Além dos transtornos clinicos
determinados pela doencga, existem evidéncias de que o LPO pode estar associado
a outras alteragdes locais e sistémicas, incluindo hepatite e hipotireoidismo
(CARROZZO et al. 2019), e de que a doenga faga parte do grupo das desordens
potencialmente malignas, reforgando a necessidade de controle dos pacientes
acometidos por toda a vida (ALRASHDAN et al. 2016; GONZALEZ-MOLES et al.
2017; REIBEL et al. 2017; SUGERMAN et al. 2002).

A despeito de ser uma das doengas orais ndo infecciosas mais comuns, sua
etiologia e os mecanismos de patogénese ainda n&o foram totalmente esclarecidos
(CARROZZO et al. 2019; ROOPASHREE et al. 2010; SILVERMAN et al. 1997).
Algumas hipbteses tém sido propostas a fim de esclarecer a etiologia e a
patogénese do LPO (LAVANYA et al. 2011). A doenca tem sido caracterizada como
uma reagao imunoldgica mediada por células T helper 1 (Th1), com a participagao
ativa de linfécitos T CD4+ e CD8+, muito embora também possa estar associada a
presenca de resposta mediada por células T helper 2 (Th2) (KURAGO, 2016;
NOGUEIRA et al. 2015; SUGERMAN et al. 2002). Além destas células, também é
possivel observar a presencga de linfocitos B e plasmdécitos, sugerindo a participagao
de imunoglobulinas e da ativagdo do complemento em sua patogénese
(SUGERMAN et al. 2002).

O LPO é caracterizado microscopicamente por apresentar um acumulo de
células T na lamina proépria, por apresentar exocitose de linfocitos e apoptose de
queratinécitos (CHENG et al. 2016). Além das células imunes que compdem a
etiopatogenia do LPO, uma complexa rede de citocinas e seus receptores tém papel
fundamental na exacerbacao e perpetuagao da doenca, visto que a resposta imune
mediada por estas células € intensamente regulada por estes mediadores
inflamatdrios e seus receptores. Estes mediadores inflamatorios parecem ter um

papel essencial na determinagcdo do surgimento, duracdo e natureza da resposta
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imune, participando da patogénese do LPO (KALOGERAKOU et al. 2008; LU et al.
2015). Evidéncias clinicas, morfolégicas, imuno-histoquimicas e moleculares
suportam uma desregulagdo imune na patogénese do LPO, com participagéo ativa
de citocinas orquestrando o processo e determinando a progressao da doenga (BAI
et al. 2008).

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina multifuncional sintetizada em resposta a
estimulos, como infeccdo e trauma, por uma variedade de células tais como
macrofagos, neutrofilos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais
(KISHIMOTO et al. 1995). Alguns estudos investigaram os niveis de IL-6 em
pacientes com LPO e demonstraram diferencas significativas nos niveis desta IL
nestes pacientes quando comparados a controles saudaveis (COSTA et al. 2010;
EBERSOLE et al. 2013; LIU et al. 2017; PRAKASAM & SRINIVASAN, 2014).

Tem sido descrito que no ambiente no qual as citocinas atuam no LPO,
linfécitos T CD4+ podem se diferenciar em varios subconjuntos, incluindo células
Th1, Th2, Th9, Treg e Th17 (WANG et al. 2016). Células Th17, assim como a
presenga da IL-17, uma citocina pro-inflamatéria, ja foram identificadas em lesdes de
LPO (XIE et al. 2012; WANG et al. 2017). A IL-17 pode ativar diversas células, como
células epiteliais, fibroblastos e condrdcitos para produzir moléculas inflamatérias
potentes (ONISHI & GAFFEN, 2010).

A IL-18 é uma citocina pleiotropica e pro-inflamatéria, originalmente
designada como fator indutor de interferon gamma (IFN-y). Evidéncias recentes
sugerem que a IL-18 é uma citocina relevante na patogénese do LPO, sugerindo sua
atuacao na estimulacdo de IFN- y e na producao de células T e de células natural
killer (NK) (ZHANG et al. 2012). A IL-18 parece atuar como um fator de equilibrio
entre as respostas Th1 e Th2 e desempenhar um papel fundamental na modulagao
do estado imunoldgico (BAI et al. 2007; LU et al. 2015).

Embora os critérios clinicos e histolégicos para o diagndstico do LPO tenham
sido descritos e validados na literatura, os mecanismos patogénicos exatos da
doenca permanecem desconhecidos. A participacdo das células inflamatérias e do
sistema imune, assim como a expressao dos mediadores quimicos por elas
secretados e seus efeitos, podem fornecer informacdes importantes com relagao a

patogénese do LPO.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Liquen plano oral - caracteristicas gerais

O liquen plano é considerado uma doenga inflamatoéria crénica mucocutanea
que usualmente afeta pacientes de meia idade e idosos e a sua etiopatogenia
permanece incerta (ABDEL-HAQ; CARROZZO et al. 2019). Varias hipoteses tém
sido propostas a fim de esclarecer sua etiologia e patogénese (LAVANYA et al.
2011). De forma resumida, acredita-se que a doencga pode ser classificada como
uma reagao imune de hipersensibilidade tardia, mediada por células Th1 e que
possui a participacao ativa de linfocitos CD4+ e CD8+ e de linfécitos B e plasmécitos
(KURAGO, 2016; NOGUEIRA et al. 2015; SUGERMAN et al. 2002).

O LPO afeta aproximadamente 1 a 2% da populacdo, acometendo
preferencialmente as mulheres (representando 63 a 70% dos casos) e ocorrendo
especialmente em pacientes acima dos 40 anos de idade (ALRASHDAN et al. 2016;
BUDIMIR et al. 2014; MANKAPURE et al. 2016; ROOPASHREE et al. 2010;
SILVERMAN et al.1997). Além de acometer a mucosa oral e frequentemente iniciar-
se a partir dela, pode acometer outras membranas mucosas, a pele, unhas e
foliculos pilosos e é caracterizada por uma grande variedade de manifestagdes
clinicas e de subtipos (GOROUHI et al. 2014).

A literatura descreve seis padrdes clinicos distintos de apresentagao do LPO,
incluindo lesdes reticulares, papulares, em placa, erosivas, atréficas e bolhosas
(ISMAIL et al. 2010). A forma reticular, caracterizada pela presenga de finas estrias
esbranquicadas que se entrecruzam em um padrao rendilhado, € o achado clinico
mais caracteristico da doenga (ROOPASHREE et al. 2010; VAN DER MEIlJet al.
2003). Estas lesdes localizam-se preferencialmente na mucosa jugal, na lingua e na
gengiva/mucosa alveolar, sendo, frequentemente, bilaterais, multiplas e simétricas
(BUDIMIR et al. 2014; CHENG et al. 2016; MANKAPURE et al. 2016;
ROOPASHREE et al. 2010; VAN DER WAAL, 2009). A forma atréfica/erosiva € a
segunda apresentacdo clinica mais comum, sendo caracterizada por areas
avermelhadas de atrofia ou erosao epitelial, as quais usualmente estao associadas
as areas reticulares (CARROZZO et al. 2019; SILVERMAN et al.1997). A forma
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reticular de LPO é bastante tipica, mas, na auséncia deste padrdo de apresentagao
clinica, os tipos nao reticulares podem ser dificeis de diagnosticar clinicamente (VAN
DER WAAL, 2009). Cabe ressaltar que varios padrdes clinicos do LPO podem
coexistir em um unico paciente e podem variar em apresentagao com o tempo.

Quando as lesbes de LPO localizam-se na gengiva podem manifestar-se na
forma de gengivite descamativa, com a presenca de areas com aspecto estriado e
erosivo, mas podem simular o aspecto clinico de outras doengas gengivais,
especialmente quando se sobrepde biofiime as lesdes de LPO (RAIl et al. 2016;
STONE et al. 2015). Estudos tém mostrado que o status periodontal de pacientes
acometidos por LPO tende a ser pior do que o de pacientes saudaveis,
caracterizando um quadro mais dificli de manejo clinico (LOPEZ-JORNET &
CAMACHO-ALONSO, 2012). Além disso, a presenga das lesdes gengivais atrofico-
erosivas de LPO associadas ao acumulo de biofilme e calculo local podem levar a
uma maior incidéncia de destruicdo periodontal (RAMON-FLUIXA et al. 1999). No
entanto, embora pacientes com LPO sejam mais propensos a serem infectados por
diversos microorganismos, incluindo virus (herpes simples, Epstein Barr,
papilomavirus humano, virus da hepatite C (ALRASHDAN et al. 2016; CARROZZO
et al. 2019), o papel dos microorganismos periodontopatogénicos (como
Agregactibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola) na patogénese do LPO ainda
é incerto (ERTUGRUL et al. 2013).

As lesbes cutaneas do LPO se apresentam como papulas poligonais
violaceas de aparecimento subagudo ou crbénico progressivo, que mostram
predilecdo pelas superficies flexoras (punhos, cotovelos, joelhos) e pela regido
genital (LAVANYA et al. 2011). Pode haver ainda envolvimento ungueal, resultando
na formagao de fenda, pterigio ou em perda da unha, e envolvimento do couro
cabeludo, podendo determinar alopécia progressiva (SUGERMAN et al. 2000b).

Além do acometimento mucocutdneo da doenca e de todos os transtornos
clinicos a ele associados, o diagnostico do LPO é um desafio ainda maior pelo fato
de existirem evidéncias de que a doenca pode estar associada a outras alteracdes
sistémicas, incluindo hepatite e hipotireoidismo (CARROZZO et al. 2019). O LPO
tem sido ainda considerado uma desordem potencialmente maligna, juntamente com
a leucoplasia, a eritroplasia, a queilite actinica e a fibrose submucosa oral
(ALRASHDAN et al. 2016; GONZALEZ-MOLES et al. 2017; REIBEL et al. 2017;
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SUGERMAN et al. 2002). Embora este tema ainda seja controverso e o potencial de
transformacado maligna estimado do LPO seja baixo (entre 1 e 2.5%), o risco de
desenvolvimento de um carcinoma de células escamosas em areas de LPO confere
importancia adicional a doenga (GONZALEZ-MOLES et al. 2017; REIBEL et al.
2017). A inflamacao tem sido associada ao processo de carcinogénese e poderia
influenciar este processo, ja que atua na homeostase celular e na atividade
metabdlica da célula. O processo inflamatorio pode estimular a ativacdo de
mediadores citotoxicos como as espécies reativas de oxigénio e as espécies
reativas de nitrogénio, as quais sdo capazes de produzir danos ao DNA (BALKWILL
& MANTOVANI, 2001; VALLEE & LECARPENTIER, 2018). Além disso, fatores
inflamatorios podem facilitar a invaséo e migracao de células neoplasicas, levando a
progressado do cancer (LU et al. 2006). Estas evidéncias bioldgicas associadas ao
possivel potencial de transformacdo maligna do LPO colocam a doenga em
destaque ainda maior dentro das doencas imuno-inflamatérias da mucosa oral e
tornam necessario o seguimento dos pacientes afetados por toda a vida.

O diagndstico do LPO deve ser feito apenas quando ha confirmagao clinica e
histopatolégica das lesdes, reforgcando que a realizacdo de bidpsias com finalidade
diagnodstica é fundamental para o diagndéstico conclusivo da doenca. Mesmo assim,
muitos casos apresentam grande complexidade diagndstica, ja que se pode
encontrar na literatura uma variedade de critérios definitivos para a doenca (VAN
DER MEIJ et al. 2002). O diagnéstico preciso do LPO, levando em conta os
aspectos clinicos e histologicos, € fundamental para seu correto manejo e para o
seguimento dos pacientes. O LPO é caracterizado histologicamente pela presenca
de um epitélio mostrando areas de acantose e de atrofia, associado a
hiperqueratose, e a presenga de um infiltrado inflamatério predominantemente
linfocitico de localizacdo subepitelial, o qual produz degeneracdo das células da
camada basal do epitélio (CHENG et al. 2016; VAN DER MEIJ & VAN DER WAAL,
2003). A presengca destes achados microscopicos em associagdo a uma
apresentacao clinica compativel com a doenga confirma o diagnéstico de LPO.
Outras doencgas, entretanto, podem mostrar caracteristicas clinicas e histolégicas
semelhantes ao LPO e devem ser excluidas como diagnésticos diferenciais. Estas
incluem especialmente as lesbes liquenoides orais (LLO), as lesdes associadas a
doenca do enxerto contra o hospedeiro, o lupus eritematoso e a estomatite cronica

ulcerativa (CHENG et al. 2016). As LLO sao condigdes que se assemelham clinica e
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histologicamente ao LPO e que podem estar associadas em especial a dois grupos
de fatores: contato com materiais restauradores odontolégicos (principalmente
amalgama de prata) e medicamentos e outras substancias exdgenas (CHENG et al.
2016).

O tratamento do LPO é baseado no seguimento clinico dos pacientes e no
controle das manifestagdes clinicas da doencga, buscando oferecer uma melhor
qualidade de vida aos pacientes. Os corticosteroides tépicos sdo a principal forma
de tratamento, muito embora ndo existam evidéncias consistentes de remisséo a
longo prazo estabelecidas. Lesdes orais persistentes a despeito da terapia esteroide
tépica e episddios de exacerbacao e remissdo da doenga sdao comuns. Desta forma,
0 uso de esteroides sistémicos € indicado em situacdes pontuais, assim como outras
propostas terapéuticas incluindo o uso de imunomoduladores, antioxidantes, terapia
fotodindmica e laserterapia, embora ndo existam evidéncias incontestes de sucesso
com seu uso e seja essencial monitorar seus possiveis efeitos colaterais e adversos
(AGHA-HOSSEINI et al. 2012; BAGAN et al. 2012; IBRAHIM & HAZZAA, 2012,
SOBANIEC et al. 2013). Como nao existem protocolos comparativos comuns
estabelecidos € dificil monitorar as diferentes respostas aos tratamentos propostos
para o LPO. Independente da forma de tratamento, em virtude da possibilidade de
associagdo com outras doencas sistémicas e do potencial de transformacao

maligna, os pacientes portadores de LPO devem ser acompanhados por toda a vida.

1.2 Etiopatogenia do LPO

A etiopatogenia do LPO ainda é desconhecida, entretanto, ha concordéancia
sobre a participacdo da resposta imune. Diversos estudos tém discutido sobre a
participagdo e influéncia de antigenos extrinsecos, auto-antigenos alterados ou
superantigenos no desenvolvimento e exacerbacdo da doenga. Este gatilho
antigénico € acompanhado por uma resposta inflamatéria mista e uma complexa
rede de citocinas que interagem dinamicamente para regular a resposta imune, além
de moléculas citotéxicas (NEGI et al. 2019; WANG et al. 2014; WANG et al. 2017).

Ainda neste contexto, estudos sugerem que o LPO é uma doenga crénica,

mediada por células do sistema imune que produzem danos aos queratinécitos
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basais na mucosa oral, os quais sao reconhecidos como antigenicamente estranhos
ou alterados. Estes queratindcitos, como células-alvo, sofrem apoptose, formando
um coloide que se apresenta como globulos hialinos eosinofilicos homogéneos,
chamados corpos de Civatte (PAYERAS et al. 2013; SUGERMAN et al. 2002). Uma
vez ativos, os queratindcitos secretam quimiocinas, as quais atraem linfocitos e
outras células imunes, induzindo o desenvolvimento do LPO e modulando sua
cronicidade (FARHI et al. 2010; YAMAMOTO et al. 1995). A resposta imune é
caracterizada pelo acumulo de linfécitos Th1, predominantemente de subtipo CD4+,
0s quais posteriormente ativam os linfécitos T citotoxicos levando a apoptose dos
queratindcitos (KHAN et al. 2003; SUGERMAN et al. 2002; THORNHILL, 2001). Os
linfécitos T CD4+ e CD8+ produzem e respondem a inumeras citocinas e
mediadores inflamatdrios resultando em variagdes na apresentacéao clinica de LPO.

As células Th1 normalmente produzem IFN-y e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), citocinas que estao envolvidas na ativagao de macrofagos e que também
estdo relacionadas a um papel na doenca autoimune, além de infecgcbes cronicas.
As células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-13 e desempenham um papel nas doencas
alérgicas e de defesa contra parasitas helminticos (SHAKER & HASSAN, 2012).

Uma caracteristica marcante da patogenia do LPO ¢ a atividade dos linfécitos
T CD8+ citotdxicos que infiltram o epitélio e promovem apoptose dos queratindcitos
basais, sobrejacente a um infiltrado inflamatério de linfécitos T CD4+ na lamina
propria. Além disso, a resposta imune é composta predominantemente por um misto
de linfécitos T, porém outras células estdo presentes no desenvolvimento da
doenca, como os macréfagos (FAYYAZI et al. 1999).

A maioria dos linfocitos intraepiteliais no LPO sdo T CD8+ citotoxicos e a
maioria dos linfécitos no tecido conjuntivo sdo T CD4+ (MATTHEWS et al. 1984;
SUGERMAN et al. 2002). O epitélio no LPO mostra ainda uma concentragéo de
células de Langerhans, as quais sao responsaveis por apresentarem e processarem
antigeno para as células T e promoverem sua ativagdo (GUEIROS et al. 2012).
Linfocitos T CD4+ sao proeminentes em lesdes iniciais, especialmente na porcao
superficial do tecido conjuntivo, com algumas células infiltrando o epitélio (Khan et
al. 2003). Com o avango das lesbes, os linfoécitos T CD8+ se tornam mais
numerosos e causam danos aos queratinécitos basais (SUGERMAN et al. 2002).
Além da populacdo de Th1 e Th2, outras células tém sido descritas mais

recentemente, como as células T reguladoras (Treg) as quais expressam um fator de
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transcricdo (FoxP3) que atua regulando a resposta imune (JAVVADI et al. 2016).
Estas células secretam ainda fator transformador do crescimento beta (TGF-) e IL-
10, citocinas associadas a supressao da funcado das células T efetoras e das células
apresentadoras de antigeno.

Os queratinécitos no LPO apresentam antigenos via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe |l dos linfocitos T CD4+ causando a secregao
de citocinas pelas células Th1, tais como IL-2 e IFN-y. As citocinas ativam os
linfocitos T CD8+ causando a apoptose de queratindcitos via TNF-a, que por sua vez
aumenta a ativagcdo do fator nuclear kappa B (NF-kappaB) nas células T
subepiteliais e leva ao aumento da expressao de outras citocinas pro-inflamatdrias,
incluindo IL-6 (GU et al. 2004; ZHANG et al. 2008). As células T CD4+ podem ainda,
em ambientes especificos e modulados por citocinas, diferenciar em varios
subgrupos, como células Th1, Th2, Th9, Treg e Th17 (CARVALHO et al. 2019;
WANG et al. 2016).

Diversas causas possiveis tém sido associadas ao aparecimento de LPO,
incluindo uso de medicamentos, infeccbes, estresse e, mais recentemente,
predisposicao genética (CARROZZO, 2014; SHARMA et al. 2012). Além disso,
polimorfismos genéticos nas citocinas IFN-y, TNF-a, TNF-3, IL-4, IL-6 e IL-10
apresentam um papel importante na progressao e patogénese do LPO, sendo
associados a uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga (XAVIER et
al. 2007).

1.3 Citocinas no LPO

As citocinas sao proteinas soluveis de baixo peso molecular produzidas por
diferentes células do sistema imunoldgico inato e adaptativo. Transmitem sinais por
meio de receptores na superficie celular para células imunes ativas, diferenciadas ou
em maturacdo e sdo importantes na ativacdo e modulagdo do sistema imune,
influenciando sobremaneira os processos de crescimento e diferenciacdo celular
(POSTAL & APPENZELLER, 2011; AGHA-HOSSEINI & MIRZAII-DIZGAH, 2013). As

citocinas produzidas por células Th1 (IL-2, IFN-y, TNF-a, IFN-a) desempenham um
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papel fundamental nas resposta imune celular e citocinas produzidas por células Th2
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) garantem uma eficacia da resposta imune humoral.

Evidéncias clinicas, microscopicas, histolégicas e moleculares suportam uma
desregulagédo imune na patogénese do LPO e as citocinas participam ativamente do
seu processo etiopatogénico (BAI et al. 2008; CHAUHAN et al. 2013; KIMKONG et
al. 2011; PEKINER et al. 2012). Estudos indicam uma expressao aumentada de IFN-
y no LPO, implicando numa resposta predominantemente Th1 na doencga
(CARVALHO et al. 2019; PAYERAS et al. 2013; SUGERMAN et al. 2002). Por outro
lado, a expressao de IL-4 e IL-5, citocinas tipicamente implicadas em respostas Th2,
mostram um papel mais inconsistente na patogénese do LPO (LU et al. 2015). AL-
MOHAYA et al. (2016) ndo encontraram diferencas nas frequéncias de
polimorfismos dos alelos e gendtipos de IL-6 e TGF-B1 comparando pacientes com
LPO e controles, mas sugeriram que diferentes polimorfismos em IFN-y possam
estar associados com riscos aumentados ou diminuidos de desenvolvimento do
LPO.

Citocinas dependentes de NFkappaB, tais como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-q,
parecem desempenhar um papel importante na patogénese do LPO (SANTORO et
al. 2003; SUGERMAN et al. 2002). Estudos demonstraram que a saliva, o soro e
células mononuclares do sangue periférico de pacientes com LPO n&o apresentam
dominancia Th1 ou Th2 distinta, mas apresentam um perfil de expressao geral misto
de citocinas de ambas as respostas (LIU et al. 2009). Diversos estudos tém buscado
encontrar evidéncias do papel especifico das IL, tais como IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12 e IL-17 no LPO (BAI et al. 2008; CHAUHAN et al. 2013; LU et al.
2015).

A liberagao de citocinas por queratinécitos tem sido investigada em diversas
doengas, incluindo o LPO (ELDER et al. 1989; YAMAMOTO et al. 1994). Acredita-se
que estas células, nos quadros de inflamagao crénica da mucosa oral, produzam
muitas citocinas e tenham a capacidade de interagir com outras células, como
fibroblastos, células endoteliais e linfocitos, por meio dessas citocinas (BOXMAN et
al. 1993; STRANGE et al. 1993). Os queratinécitos no LPO sinalizam com os
principais antigenos do MHC de classe Il aos linfocitos T CD4+, estimulando a
secrecao de IL-2 e de INF-y, os quais estao associados as células Th1, ativando as
células T CD8+ e levando a apoptose dos queratindcitos via TNF-a. Esta citocina

promove a ativacao do NFkappaB nas células T subepiteliais, causando o aumento
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da expressdao de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6 (GU et al. 2004;
ROOPASHREE et al. 2010; SUGERMAN et al. 2000a; ZHANG et al. 2008). Outros
estudos tém demonstrado que a IL-10, por sua vez, tem a capacidade de inbigao do
NFkappaB, determinando seus efeitos antiinflamatorios (LENTSCH et al. 1997,
SCHOTTELIUS et al. 1999; WANG et al. 1995;).

BABIUCH et al. (2020) demonstraram o aumento da expressao de citocinas
dependentes de NFkappaB, incluindo IL-6, IL-8 e TNF-a, em espécimes teciduais e
na saliva de pacientes com carcinoma de células escamosas e com desordens
potencialmente malignas, como a leucoplasia oral e o LPO. Além disso, o0s
resultados do trabalho sustentam a possibilidade de que as citocinas em questao
possam participar da patogénese destas condigdes e de que biomarcadores
inflamatorios possam ser uteis no processo de transformagdo maligna na mucosa
oral.

Dessa forma, a expressao tecidual de IL, assim como seus niveis no soro e
na saliva, em pacientes com LPO podem ser considerados importantes marcadores
patogenéticos da doenga e, eventualmente, podem ser considerados indicadores

para uma futura resposta terapéutica (NIBALI et al. 2012; SUN et al. 2002).

1.3.1 IL-6 no LPO

A IL-6 é uma das citocinas mais diretamente associadas ao processo
inflamatério (CHOY & PANAYI, 2001). E responsavel pela sintese de moléculas de
fase aguda no figado e por regular a via inflamatéria/imunolégica, o metabolismo
6sseo e fungdes enddcrinas no organismo (TERRY et al. 2000). E uma citocina
multifuncional que pode ser sintetizada em resposta a diversos estimulos, incluindo
desde quadros infecciosos até eventos traumaticos, por uma variedade de células
tais como macréfagos, neutréfilos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais
(KISHIMOTO et al. 1995).

A IL-6 é capaz de estimular inUmeros processos bioldgicos incluindo producao
de anticorpos e autoanticorpos, ativacao de linfocitos T, diferenciacao de linfécitos B,
aumento nas proteinas de fase aguda, hematopoiese, indu¢cdo de angiogénese,

aumento da permeabilidade vascular e diferenciacado osteoclastica. A superprodugao
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de IL-6 esta envolvida na patogénese de diversas doengas, como artrite reumatoide,
doenca de Castleman, artrite idiopatica juvenil e doenga de Crohn (NISHIMOTO et
al. 2000). O gene humano da IL-6 estd localizado no cromossomo 7p21 e
polimorfismos genéticos em IL-6 tém sido associados a modulagdo do risco em
doencas inflamatdrias e imunoldgicas crénicas (BOWCOCK et al. 1988; FISHMAN et
al. 1998; TERRY et al. 2000).

A participacao de IL-6 no desenvolvimento do LPO pode incluir o crescimento
e a diferenciacao de linfocitos T, a apoptose de queratindcitos da camada basal e a
proliferacdo epitelial (GU et al. 2004). Estudos tém demonstrado uma maior
concentracdo salivar e sérica de IL-6 em pacientes com LPO comparados a
controles, especialmente nas formas ulceradas e mais graves (GU et al. 2004,
ZHANG et al. 2008). Além disso, as concentragdes séricas e salivares de IL-6 tém
sido consideradas marcadores uteis no monitoramento do status da doenca e na
resposta terapéutica (RHODUS et al. 2006; SUN et al. 2002). ABDEL-HAQ et al.
(2014) estudaram a concentracdo de IL-6 e da neopterina (um marcador de
atividade citotoxica dos linfécitos T) por meio de suas concentragdes no sangue e
saliva, em pacientes com LPO e cutdneo em comparagdo a um grupo controle,
mostrando maiores concentracées de IL-6 em pacientes com LPO e cutaneo.
MOZAFFARI et al. (2018) reforcaram em uma meta-analise que a IL-6 &€ um
biomarcador importante no LPO, confirmando sua participagdo na patogénese da

doenca.

1.3.2IL-17 no LPO

A IL-17 é um citocina pro-inflamatdria pleiotrépica de papel fundamental na
patogénese de algumas doengas cutadneas como a psoriase vulgar e a artrite
psoriasica. E uma citocina caracteristica das células Th17, mas que pode ser
produzida também por macrofagos, mastocitos, células NK, neutrdéfilos e linfocitos T.
A IL-17 pode regular positivamente e/ou mostrar agao sinérgica com mediadores
locais em processos inflamatérios e, com isso, determinar a lesdo da matriz
extracelular por meio do estimulo a producdo de metaloproteinases de matriz
(JOVANOVIC et al. 2001).



25

Células Th17 podem surgir durante respostas imunes contra patégenos
extracelulares e fungos em infecgdes em camundongos, bem como em humanos
(RUDNER et al. 2007; YE et al. 2001;) A manutencdo e expansao das células Th17
foram associadas a expresséo de IL-23, uma citocina que desempenha um papel
fundamental no aparecimento de doencas autoimunes e que regula a producao de
IL-17 (BETTELLI et al. 2007; HARRINGTON et al. 2005; HARRINGTON et al. 2006).

O gene da IL-17 é localizado no cromossomo 6p12.1 e contém 3 éxons e 2
introns. A IL-17A G197A (rs2275913) é a mutagdo mais estudada nesta IL e tem
sido associada ao aumento da susceptibilidade a diversas doencgas sistémicas como
cancer gastrico, doenga de Crohn, colite ulcerativa e lupus eritematoso juvenil
sistémico (SPEECKAERT et al. 2016), mas pouco se sabe sobre a sua participagéo
em doencas orais.

Acredita-se que a IL-17 desempenhe um papel importante na patogénese do
LPO, no entanto, a literatura ainda é escassa sobre o real significado da participagao
desta citocina na doencga, especialmente nas lesdes cutaneas. ZYCHOWSKA et al.
(2020) demonstraram que a expressao imuno-histoquimica de IL-17 em lesbes
cutaneas de liquen plano foi significativamente maior quando comparada com
controles com pele saudavel. A IL-17 nao produz seus efeitos apenas nas células
imunes, mas também nos queratindcitos e nos fibroblastos. Concentragdes séricas
aumentadas de IL-17 e maior expressao tecidual da citocina tém sido demonstradas
no LPO (GUEIROS et al. 2018; MONTEIRO et al. 2015; WANG et al. 2013). FIRTH
et al. (2015), por outro lado, demonstraram que a maioria das células IL-17+
estavam localizadas na por¢gdo mais profunda do estroma no LPO, préximas a

mastoécitos, levantando a possibilidade desta associagao na patogénese do LPO.

1.3.31L-18 no LPO

A IL-18 é uma citocina pro-inflamatéria envolvida na regulacdo da resposta
imune inata e adquirida, sendo produzida por macréfagos, mondcitos e osteoblastos
(DINARELLO & FANTUZZI, 2003; GERDES et al. 2002). A IL-18 tem um papel
importante na regulagdo de IFN-y e em multiplas fung¢des incluindo o aumento da

citotoxicidade de células T e células NK, o aumento da producdo de perforina e a
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inducao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (DAO et al. 1996; HOSHINO et
al. 1999). A propriedade biolégica mais evidente da IL-18 é sua habilidade de induzir
a producao de INF-y na presenca de IL-12, tendo sido descrita como um fator de
inducao de IFN-y (OKAMURA et al. 1995). Além disso, a IL-18 estimula a produg¢ao
de TNF-a e aumenta a diferenciacao de linfocitos T em Th1 e interfere na sintese da
citocina anti-inflamatéria IL-10 (NAKAHIRA et al. 2002; PUREN et al. 1998).

A expressao de IL-18 e sua atividade funcional foram associadas com a
regulagcédo da resposta imune inata e adquirida da mucosa oral (ZHANG et al. 2012).
Tem sido sugerido que a patogénese do LPO pode envolver inicialmente IL-18, por
meio da ativagdo de Th1, aumentando a expressao de citocinas Th1 como TNF-a e
IFN-y e levando a apoptose de queratindcitos (HAY et al. 2016; ZHANG et al. 2012).

A IL-18 parece estar adicionalmente envolvida na produgao de linfécitos T e
NK em colaboracdo com a IL-12. Esta citocina pode ser expressa por uma grande
variedade de células, como células de Kupffer, macrofagos, linfocitos T e B,
osteoblastos, queratindcitos, células dendriticas, astrécitos e microglia, possuindo
uma importante participacdo na cascata da inflamacao. Na auséncia de IL-12, a IL-
18 orienta a diferenciagao de Th2, estimulando a producgao de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13. Dessa forma, a IL-18 parece atuar como fator modulador entre Th1 e Th2 e, com
isto, participar na modulagcdo do status imune no LPO (BAI et al. 2007; LU et al.
2015).

Embora existam evidéncias de que IL-6, IL-17 e IL-18 possam ser importantes
no mecanismo de patogénese do LPO, a maioria dos estudos tém avaliado suas
alteracbes séricas e salivares. Poucos estudos tém avaliado sua presenca e
localizacdo especifica tecidual, buscando correlacionar sua expressdo com

parametros clinicos e histolégicos no LPO.
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2 PROPOSIGAO

Os objetivos do presente estudo incluiram: (1) avaliar de forma descritiva e
comparativa as caracteristicas clinico-patologicas do LPO e das LLO; (2) avaliar a
expressao dos mediadores inflamatorios IL-6, IL-17 e IL-18 no LPO, correlacionando

com os aspectos clinicos e microscopicos da doencga.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Analise clinico-patolégica

O presente estudo teve carater retrospectivo e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (registro nimero
3.770.736) (ANEXO), tendo sido realizado seguindo todos os preceitos éticos
estabelecidos pela declaragao de Helsinki.

Os arquivos do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro foram revisados entre os anos de 2005
e 2019 e todos os casos diagnosticados histologicamente como compativeis com
LPO e com LLO foram selecionados. Apds esta revisao inicial, os casos que nao
apresentavam cortes histoldgicos adequados para analise ou blocos de parafina
disponiveis para novos cortes, 0os casos que ndo apresentavam informacodes clinicas
suficientes e os casos diagnosticados como outras doencgas de padrao liquenoide
(como a doencga do enxerto contra o hospedeiro) foram excluidos da amostra. Todos
0s casos que mostravam um infiltrado inflamatério liquenoide, mas que foram
diagnosticados como outras condigdes apos a correlagdo clinica ou a realizagao de
reagdes imuno-histoquimicas (como, por exemplo, algumas leucoplasias e
leucoeritroplasias e a estomatite cronica ulcerativa) também foram excluidos da
amostra final.

Apos esta selegado inicial, laminas histolégicas contendo cortes corados em
hematoxilina e eosina (HE) de todos os casos foram revisadas para confirmagao
diagnéstica. Cortes adicionais corados em HE foram realizados quando houve
duvida no diagndstico ou quando os cortes originais ndo mostravam todos os
critérios necessarios para a analise. A analise histologica foi realizada em conjunto
com o professor da disciplina de Patologia Bucal responsavel pelo laboratério. Os
critérios histolégicos utilizados para o diagnéstico do LPO e das LLO foram aqueles
sugeridos por estudos considerados referéncias no assunto, incluindo VAN DER
MEIJ & VAN DER WAAL (2003) e CHENG et al. (2016) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Critérios diagndsticos clinicos e microscopicos para o liquen plano oral.

Table?. Propozal for a zet of modified WHO diagnostic criteria of oral lichen planus (OLP) and oral lichenoid lesions (OLL)

Clinical criteria

Presence of bilateral, more or less symmetrical lesions.
Presence of a lacedike network of slightly raised graywhite lines {reticular pattem)
Erosive, atrophic, bulbous and plague-type lesions are cnly accepted as a subiype in the presence of reticular lesions elsewhere in the oral mucosa
In all other lesions that resemble OLP but do not complete the aforementioned criteria, the temn “clinically compatible with' should be used
Histopathologic criteria
Presence of a wel-defined band-like zone of cellular infiltration that is confined to the superficial part of the connective tissue, consisting mainly of lynphocytes
Signs of ‘liguefaction degeneration” in the basal cell layer
Absence of epithelial dysplasia
When the histopathologic features are |ess obvious. the term ‘histopathologically compatible with” should be used
Final diagnosis OLP or OLL
To achieve a final diagnosis clinical as well as histopathologic criteria should be included
A diagnosis of OLP reguires fulfillment of both clinical and histopathologic crteria
The term OLL will be used under the following cenditions:
1. Clinically typical of OLP but histopathelogically only ‘compatible with' OLP
2. Histopatholegically typical of OLP but clinically only ‘compatible with' OLP
3. Clinically ‘compatible with' OLP and histopathologically ‘compatible with' OLP

oLP
oLL

Fonte: VAN DER MEIJ & VAN DER WAAL, 2003

Figura 2. Critérios diagndsticos clinicos e microscopicos para o liquen plano oral.

Table IV. Comparison of the WHO criteria, ¥ the modified WHO aiters and the proposed ariteria for OLP

WM orifena

Mnctifed WO crigena

Proposed crifenia

Chinical criferia

Hisoparhologic
crileria

Usuzally muliaple, =nd oflen $ymmetnc
in clistritmbon
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white Imes), amular, or plague
tipe kesions
Whike lines mdizting From the
papules
Atrophic ke with or withoot
arsin
Baillse are rame

Otk erakrsd s or per=keratoss

Emthelial thickness varies, saw-{onth
mele vkl soaredi e seen

Clivatee badlies in the hoessl laver of the
epithelinm or superficial mins
propTia

A namow hend of evanophilic moadenisl
in the haensend memntrane

Well-delimed hand-hke sone of calkils
infiliration that & omlined io ihe
superficia]l lamns proqria, considing
mainly of mphocytes

Laguedaction depeneration in the hoesal
o] layer

Bilateral, mewe o1 less 3 ymmednc
ek
Brosive, stophic, bullous, and
plape-type lesons are only
scoepled 3 2 mbivpe m the pres-
ence ol meticuler ksions ebewhene
m the ol mucosa

Lave-like metwork of slighdy
raisec] gray-white lnes {neticulsr
i)

Wl -clelbrese] | bl - hlkce womne o cellul=r
indiltration e Qmy maindy of
Iymiphocytes and confinesd {o the
superficial lamins progwria

Ligpefaction degeneration in the hass]
cell byer

Absence of epithelial dysplesin

Multifocal symmetne dsaibaton

White and red ledions exhibiimg e or
mwre o the following forme:
Beticn lerfpespad ar
Ammphic {ery hematous )
Eremave {ul cerat vel
Plaue
Bullous

Lesions are nod localirsd exclusively io
the sites o smodeles ohecon
Placemsent

Lesiems are naot kocalized exchizwely
= prenl b and in contet with dental
resinTations

Lesion onsed does mol corelate vidh the
sty ol & medication

Legon omsed does nod conelae with the
uze ol cnnEen-conlzmmng preduck

Band-like or paschy, predomintsly
Iymphocytc inlilrate in the bomine
propria confimed G the eprithebom
lzamina progwia mier{ace

Basal cell liguetstive (hydromc)
depeneration

Lymplocytic exacyiosi

Almence of epithelial dysplasda

Almence of vermuoous epdlhelizl
srchilectinal change

Fonte: CHENG et al. 2016
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Casos apresentando displasia epitelial e/ou arquitetura epitelial verrucosa e
casos diagnosticados como outras entidades apds a revisao histolégica foram
excluidos da amostra. Os casos diagnosticados como LPO foram aqueles que
preencheram todos os critérios histologicos descritos pelas referéncias utilizadas.
Casos diagnosticados como LLO mostravam um infiltrado inflamatdrio
predominantemente linfocitico subepitelial em banda e também um infiltrado
profundo disposto em padrdo perivascular e por vezes formando centros
germinativos. Casos apresentando a maioria, mas nao todos os critérios para o
diagndstico de LPO, e sem a presencga do infiltrado linfocitico profundo e dos centros
germinativos foram diagnosticados como compativeis com LPO.

ApOs a revisao histoldgica para confirmagao diagndstica e estabelecimento da
amostra final, os registros laboratoriais contendo as informacgdes clinicas de todos os
casos foram revisados. As informagdes obtidas incluiram a idade e o género dos
pacientes, o tempo de evolugédo e os sintomas associados as lesdes, e o aspecto
clinico e a localizagdo anatdmica das lesdes.

Ao final da revisdo clinica e histoldgica, todas as informagdes foram tabuladas
em uma planilha desenhada especificamente para o estudo, categorizadas quando
indicado e avaliadas de forma descritiva e comparativa utilizando o software
Statistical Program for Social Sciences (IBM, versao 2.0), considerando o nivel de
significancia de 5% (p=0.05). Para as variaveis numéricas foi utilizado o teste T e

para as variaveis categoricas foi utilizado o teste do qui-quadrado.

3.2 Analise imuno-histoquimica

Quarenta casos com diagnéstico final de LPO foram selecionados a partir da
amostra principal para a realizagdo das reagdes imuno-histoquimicas. Os critérios
para selecado dos 40 casos incluiram espécimes com representatividade adequada e
com informagdes clinicas mais completas. Os blocos de parafina destes 40 casos
foram selecionados e cortes histolégicos de 3 um de cada bloco foram obtidos em
ldaminas silanizadas especificas para a realizacdo da imuno-histoquimica. Nestes

casos a avaliagao histoldgica incluiu adicionalmente aos critérios avaliados em toda
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a amostra, a presencga ou nao de hiperqueratose e a espessura do tecido epitelial
(classificado em normal, atréfico ou hiperplasico).

Foram realizadas reacdes imuno-histoquimicas utilizando anticorpos primarios
anti-CD4 (mouse monoclonal antibody, M3354, Spring Biosciences, California,
Estados Unidos, diluicdo 1:100), anti-CD8 (mouse monoclonal antibody, M7103,
Dako, Califérnia, Estados Unidos, diluicdo 1:200), anti-IL-6 (mouse monoclonal
antibody, SC-130326, Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, Estados Unidos,
diluicdo 1:500), anti-IL-17 (rabbit policlonal antibody, SC-7927, Santa Cruz
Biotechnology, Califérnia, Estados Unidos, diluicdo 1:200) e anti-IL-18 (rabbit
policlonal antibody, SC-7954, Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, Estados Unidos,
diluicdo 1:200). Para a realizagdo das reag¢des imuno-histoquimicas os cortes foram
inicialmente desparafinizados em xilol, hidratados em concentra¢des descrescentes
de alcool absoluto, 90°, 70° e 50° e submetidos a recuperagao antigénica utilizando
tampao citrato pH 6.0 em microondas em poténcia maxima por 12 minutos. A
inativagao da peroxidase enddgena foi realizada por meio da imersao dos cortes em
peréxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos e foi seguida da incubagéo dos cortes
com os anticorpos primarios em camara umida a 4°C por 16 horas. Controles
positivos (pulmao para IL-6; polimorfonucleares para IL-17 e bago para IL-18) e
negativos (omissdo dos anticorpos primarios) foram incluidos em todas as reacoes,
segundo as orientagbes dos fabricantes. Apds a incubagdo com os anticorpos
primarios os cortes foram incubados com os anticorpos secundarios de um sistema
imunoenzimatico de deteccao de antigenos livre de biotina (Reveal Polyvalent HRP-
DAB detection system, SPD-125, Spring Biosciences, California, Estados Unidos).
As reacbes foram visualizadas com auxilio do cromégeno diaminobenzidina (Reveal
Polyvalent HRP-DAB detection system, SPD-125, Spring Biosciences, California,
Estados Unidos), contra-coloragdo com hematoxilina de Carazzi e montagem com
resina e laminulas.

Todas as laminas derivadas das reagbes imuno-histoquimicas foram
avaliadas sob microscopia 6tica por dois observadores em conjunto, incluindo a
aluna e o professor responsavel pelo Laboratério de Patologia Bucal. As avaliagdes
imuno-histoquimicas partiram da selegdo da area mais representativa (hot spot) da
lamina no aumento de 4x, seguida do aumento em 40x e realizagédo de digitalizagéao
destas areas. O foco da imagem se deu na transi¢cao epitélio/tecido conjuntivo e foi

considerada a area que apresentava maior acometimento e intensidade de
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marcacgao. A avaliagdo da presenga de linfocitos CD4+ e CD8+ foi realizada no
tecido conjuntivo dentro do infiltrado liquenoide e no tecido epitelial nas areas de
exocitose. A expresséo de IL-6, IL-17 e IL-18 foi avaliada no tecido epitelial e no
tecido conjuntivo da lamina prépria em localizagao subepitelial e em associagcédo ao
infiltrado linfocitico liquenoide. A expressao foi classificada em negativa/focal
(quando negativo ou quando até 5% do componente tecidual avaliado expressava a
IL), leve/moderado (quando a expressao era observada em 5 a 50% do componente
tecidual avaliado) e forte (quando mais de 50% do componente tecidual avaliado
expressava a IL). Os critérios utilizados foram adaptados de BABIUCH et al. (2020)
(Figura 3).

Figura 3. Critérios utilizados para a avaliagdo da expressao imuno-histoquimica das

interleucinas 6, 17 e 18.

Table 1. Immunoreactive score for cytokines immunohistochemistry.

Score Percentage of Immunopositive Cells Staining Intensity
0 0 Negative
1 <5 Weak
2 5-50 Moderate
3 =50 Strong

All histopathological and immunochistochemical evaluations were made by board-certified specialist in
pathomorphology (K.Q.) in the Chair of Pathomorphology, Jagiellonian University Medical College, Krakow, Poland.

Fonte: BABIUCH et al. 2020.

Os resultados da avaliagao histoldgica e imuno-histoquimica foram analisados
de maneira descritiva e comparativa levando em consideracdo os aspectos clinicos
dos 40 casos selecionados. Todas as informacgdes foram também tabuladas em uma
planilha desenhada especificamente para o estudo, categorizadas quando indicado,
e avaliadas de forma descritiva e comparativa utilizando o software Statistical
Program for Social Sciences (IBM, versao 2.0), considerando o nivel de significancia
de 5% (p=0.05), assim como realizado para amostra total. Para as variaveis
numeéricas foi utilizado o teste T e para as variaveis categoricas foi utilizado o teste

do qui-quadrado.
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Figura 4. Fluxograma das etapas realizadas no trabalho.

Llapa 7

Revisao dos casos histologicos com diagnostico de LPO e LLO
Laboratario de Patologia Bucal UERJ (2005 a 2019)

2

Critéarios de exclusao

L

Revisao histologica dos casos selecionados
(criterios propostos por Van der Meij & Van der Waal {2003) & Cheng st al, (2018)

i

LPO | | LLO | | LPO-C

¥

Técnica imunchistoquimica (IL-6, IL-17, IL-18)
(40 casos)
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4 RESULTADOS

4.1 Amostra completa

A amostra final foi composta por 221 pacientes, incluindo 119 casos
diagnosticados como LPO (53.8%), 65 como compativeis com LPO (29.4%) e 37
como LLO (16.7%). Com relacdo ao género, 160 eram mulheres (72.4%) e 61
homens (27.6%) (relagdo mulheres:homens de 2.6:1) e a idade média dos pacientes
foi de 54 anos (variando de 16 a 86 anos). As mulheres foram mais acometidas nos
trés grupos, mas o numero de homens afetados foi maior nas LLO (Tabela 1). A
idade média dos pacientes foi menor no LPO (52.3 anos) em comparagdo com as
LLO (57.9 anos) (p=0.020), mas nao houve diferenca quando comparada com a
idade média dos pacientes com lesdes compativeis com LPO (55.2 anos).

Sintomas, incluindo especialmente desconforto, queimacdo e dor, foram
relatados por 48.8% dos pacientes (n=160) e foram mais frequentes em mulheres
(55%) do que em homens (33%) (p=0.009). Sintomas foram mais relatados quando
existia envolvimento gengival e por pacientes acometidos por lesdes
atroficas/erosivas/ulceradas (associadas ou ndo com areas reticulares) (p<0.0001).
Ndo houve diferengca estatisticamente significativa com relagdo a presenga de
sintomas comparando os trés grupos.

A mucosa jugal foi a localizagdo anatémica mais afetada (157 casos, 71%),
seguida da lingua (100 casos, 45.2%) e da gengiva/mucosa alveolar (44 casos,
19.9%). A lingua foi mais acometida nos homens (p=0.004) e a gengiva/mucosa
alveolar nas mulheres (p=0.021). O envolvimento da mucosa jugal e da lingua foi
mais frequente no LPO e o envolvimento da gengiva/mucosa alveolar foi infrequente
nas LLO. O numero de sitios anatdmicos envolvidos foi maior no LPO e nos casos
compativeis com LPO em comparacdo com as LLO, mas as diferencas nao foram
estatiticamente significativas (Figura 5 e figura 6 e tabela 1).

O padrao reticular isolado foi a forma mais comum de apresentacao clinica
(117 casos, 52.9%), seguida da associacdo entre os padrbes reticular e
atréfico/erosivo/ulcerado (92 casos, 41.6%) e do padrdo atrofico/erosivo/ulcerado

isolado (12 casos, 5.4%). LesGes em placa estavam presentes em 11 casos (5%) e
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bolhas em 2 casos (0.9%), mas sempre associadas com outros padrdes clinicos. O
padrao reticular isolado foi mais frequentemente encontrado no LPO, enquanto a
associagao de padrdes reticular e atrofico/erosivo/ulcerado foi mais comum nas

lesdes compativeis com LPO e nas LLO (p=0.025) (Tabela 1).

Figura 5. Caracteristicas clinicas do LPO.

o ol =

e

Legenda: A. Estrias brancas associadas com areas eritematosas discretas no
labio inferior. B. Gengiva livre e inserida inferior anterior mostrando areas
eritematosas difusas e estrias brancas focais. C e D. Mucosa jugal mostrando o
padrao caracteristico de estrias esbranquigadas do padrdo reticular. Fonte:
Miguel et al. 2018.



Figura 6. Caracteristicas histolégicas do LPO.

Legenda: A. Epitélio escamoso estratificado mostrando acantose e
paraqueratose associado a um infiltrado inflamatério subepitelial em um
padrdo em banda. (HE, 100x). B. Detalhe do infiltrado inflamatério em banda
composto majoritariamente por linfécitos produzindo degeneragédo da camada
basal (HE, 200x). Fonte: Miguel et al. 2018.
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Tabela 1. Distribuicdo dos parametros clinicos por diagndstico.

37

Parametro Diagnéstico (n=221) P*
LPO LPO-C LLO
(n=119) (n=65) (n=37)

Género 0.130
Feminino 91 (76%) 47 (72%) 22 (59%)
Masculino 28 (24%) 18 (28%) 15 (41%)

Localizagado anatdmica das lesdes
Mucosa jugal 0.084

Nao 27 (23%) 24 (37%) 13 (35%)
Sim 92 (77%) 41 (63%) 24 (65%)
Lingua 0.465
Nao 61 (51%) 37 (57%) 23 (62%)
Sim 58 (49%) 28 (43%) 14 (38%)
Gengiva/mucosa alveolar 0.141
Nao 92 (77%) 51 (78%) 34 (92%)
Sim 27 (23%) 14 (22%) 3 (8%)

Numero de sitios acometidos 0.108
Um 54 (45%) 38 (58%) 27 (73%)

Dois 51 (43%) 20(31%) 8 (22%)
Trés 9 (8%) 4 (6%) 2 (5%)
Mais de trés 5 (4%) 3 (5%) -

Aspecto clinico das lesbes 0.025
Reticular 73 (61%) 28 (43%) 16 (43%)
Atrofico/erosivo/ulcerado 4 (4%) 7 (11%) 1 (3%)
Reticular + 42 (35%) 30 (46%) 20 (54%)

atréfico/erosivo/ulcerado

Nota:* Qui-quadrado de Pearson. LPO - liquen plano oral; LPO-C — compativel com LPO; LLO —

lesdes liquenoides orais. Fonte: A autora, 2021.

O tempo de evolugdo médio das lesbes foi de 19.7 meses (variando de 1 a
360 meses). O tempo de evolugdo meédio relatado pelas mulheres (22.6 meses) foi 0

dobro do relatado pelos homens (11 meses) (p=0.261). Pacientes assintomaticos
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relataram tempo de evolugdo mais longo (24.5 meses) em comparagao com
pacientes sintomaticos (16 meses) (p=0.399). Pacientes acometidos exclusivamente
por lesdes reticulares relataram tempo de evolugdo mais longo (21.5 meses) que os
pacientes acometidos pela forma reticular em associagido com a forma
atrofical/erosiva/ulcerada (16.9 meses) (p=0.628). Nao foram observadas diferengas
estatiticamente significantes com relagdo ao tempo de evolugdo das lesdes
comparando LPO (11.6 meses), lesdes compativeis com LPO (22.3 meses) e LLO
(45.8 meses).

4.2 Amostra utilizada para a analise imuno-histoquimica

A amostra final utilizada para analise da expressao de IL-6, IL-17 e IL-18 foi
composta por 40 casos diagnosticados como LPO, incluindo 19 mulheres (47%) e 21
homens (53%). A idade média dos pacientes foi de 52.8 anos (x13.87, variando dos
20 aos 80 anos de idade). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a
idade média dos homens (50.7 anos, £12.28) e das mulheres (55.2 anos, £15.42)
incluidos na amostra (p=0.313). A localizacao das lesdes mostrou que 34 pacientes
(85%) apresentavam lesdes na mucosa jugal, 17 pacientes (42%) apresentavam
lesdes na lingua e 19 pacientes (47%) apresentavam lesbes na gengiva/mucosa
alveolar. Com relacdo ao numero de sitios anatébmicos acometidos, 12 pacientes
(30%) mostravam acometimento de apenas um sitio anatémico, 20 (50%) de dois
sitios anatomicos e 8 (20%) de trés ou mais sitios anatdomicos. Clinicamente, 14
pacientes (35%) mostravam lesdes exclusivamente reticulares e 26 pacientes (65%)
mostravam lesdes reticulares associadas a lesbes atrofico-erosivas. Sintomas
estavam descritos em 34 pacientes e mostraram 21 pacientes sintomaticos (53%),
0s quais reportavam principalmente ardéncia e desconforto local. O tempo de
evolucao das lesdes estava descrito em nove casos € mostrou média de 7.4 meses
(£7.6, variando de 1 a 24 meses).

A distribuicdo da localizagdo das lesdes, do numero de sitios anatdmicos
envolvidos, do aspecto clinico das lesbes e da presenga de sintomas mostrou que
nao houve diferenga estatisticamente significativa quando comparados os géneros

dos pacientes (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo da localizagcdo das lesdes, do numero de sitios anatdémicos
envolvidos, do aspecto clinico das lesbes e da presenga de sintomas pelo género

dos pacientes (n=40, exceto para presenga de sintomas).

Parametro Género p*
Feminino Masculino
(n=19) (n=21)

Lesbes na mucosa jugal 0.308
Nao 4 (21%) 9 (9%)
Sim 15 (79%) 19 (91%)

Lesdes na lingua 0.184
Nao 13 (68%) 10 (48%)
Sim 6 (32%) 11 (52%)

Lesbes na gengiva/mucosa alveolar 0.987
Nao 10 (53%) 11 (52%)
Sim 9 (47%) 10 (48%)

Numero de sitios acometidos 0.626
Um 7 (37%) 5 (24%)
Dois 9 (47%) 11 (52%)
Trés ou mais que 3 3 (16%) 5 (24%)

Aspecto clinico das lesbes 0.119
Reticular 9 (47%) 5 (24%)
Reticular + atréfico/erosivo 10 (53%) 16 (75%)

Presenga de sintomas (n=34) 0.533
Nao 7 (44%) 6 (33%)
Sim 9 (56%) 12 (67%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.

A média de idade dos pacientes que apresentavam sintomas (54.5 anos,
112.19) foi semelhante a média daqueles que nao apresentavam sintomas (55.2
anos, +14.25) (p=0.888). A média de idade dos pacientes apresentando lesdes
exclusivamente reticulares (56.3 anos, DP 13.97) também foi semelhante a média de
idade daqueles apresentando lesdes reticulares e atrofico-erosivas associadas (51
anos, +13.72) (p=0.258).
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A gengiva/mucosa alveolar foi mais acometida por lesées de padrao reticular
em associagdo com o padrdo atrofico-erosivo (p=0.002), em contraste com uma
tendéncia ao predominio do padrao reticular exclusivo na mucosa jugal (p=0.051) e
uma distribuicdo semelhante dos padrdes clinicos na lingua (p=0.973). A presenga
de sintomas foi mais comum nos pacientes portadores da forma reticular associada

a forma atrofico-erosiva (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo da localizagdo das lesdes e da presenca de sintomas de

acordo com o aspecto clinico das lesdes (n=40, exceto para presenga de sintomas).

Parametro clinico Aspecto clinico das lesdes p*

Reticular Reticular +

atroficol/erosivo

Lesbes na mucosa jugal 0.051
Nao 0 6 (100%)
Sim 14 (41%) 20 (59%)

Lesbes na lingua 0.973
Nao 8 (35%) 15 (65%)
Sim 6 (35%) 11 (65%)

Lesbes na gengiva/mucosa alveolar 0.002
Nao 12 (57%) 9 (43%)
Sim 2 (10%) 17 (90%)

Presenga de sintomas (n=34) 0.009
Nao 9 (69%) 4 (31%)
Sim 5 (24%) 16 (76%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.

Com relagao aos aspectos microscoépicos (além dos parametros histolégicos
basicos necessarios para o diagnéstico de LPO), o epitélio mostrou espessura
normal, atréfica ou hiperplasica em, respectivamente, 17 (43%), 9 (22%) e 14 (35%)
casos. A presencga de hiperqueratose foi observada em 21 casos (53%) e exocitose
de linfécitos T CD4+ e de linfécitos T CD8+ estava presente em, respectivamente,
17 (42%) e 30 (75%) casos.
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Com relagao a expressao imuno-histoquimica, de forma geral a IL-6 foi a IL
mais expressa tanto no tecido epitelial quanto no tecido conjuntivo. A expressao de
IL-6 foi considerada intensa no tecido epitelial e no tecido conjuntivo em 50% e 63%
dos casos, respectivamente. A expressao de IL-17 no tecido epitelial foi considerada
leve/moderada em 48% dos casos e considerada intensa no tecido conjuntivo em
40% dos casos. A IL-18 foi a IL menos expressa nos casos avaliados, tendo sido
considerada ausente/focal no tecido epitelial em 42% dos casos e leve/moderada no
tecido conjuntivo em 45% dos casos. A tabela 4 mostra a expressdo imuno-

histoquimica da IL-6, IL-17 e IL-18 nos tecidos epitelial e conjuntivo.

Tabela 4. Expressao imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17 e 18 no tecido

epitelial e no tecido conjuntivo.

IL / localizagao Expressao imuno-histoquimica
Ausente/focal Leve/moderada Intensa
IL-6
Tecido epitelial 11 (28%) 9 (22%) 20 (50%)
Tecido conjuntivo 6 (15%) 9 (22%) 25 (63%)
IL-17
Tecido epitelial 13 (32%) 19 (48%) 8 (20%)
Tecido conjuntivo 10 (25%) 14 (35%) 16 (40%)
IL-18
Tecido epitelial 17 (42%) 16 (40%) 7 (18%)
Tecido conjuntivo 14 (35%) 18 (45%) 8 (20%)

Fonte: A autora, 2021.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas com relagao
a distribuicdo da expressao das IL avaliadas no tecido epitelial e no tecido conjuntivo

de acordo com a presencga de lesdes na mucosa jugal (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17

e 18 nos tecidos epitelial e conjuntivo de acordo com o envolvimento da mucosa

jugal.
Expressao das IL Presenca de les6es na mucosa jugal
Nao (n=6) Sim (n=34) p
IL-6 — tecido epitelial 0.655
Ausente / focal 2 (33%) 9 (27%)
Leve / moderada 2 (33%) 7 (21%)
Intensa 2 (33%) 18 (53%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.394
Ausente / focal 2 (33%) 4 (12%)
Leve / moderada 1(17%) 8 (23%)
Intensa 3 (50%) 22 (65%)
IL-17 — tecido epitelial 0.606
Ausente / focal 3 (50%) 10 (29%)
Leve / moderada 2 (33%) 17 (50%)
Intensa 1(17%) 7 (21%)
IL-17 — tecido conjuntivo 0.828
Ausente / focal 1 (17%) 9 (27%)
Leve / moderada 2 (33%) 12 (35%)
Intensa 3 (50%) 13 (38%)
IL-18 — tecido epitelial 0.084
Ausente / focal 5 (83%) 12 (35%)
Leve / moderada 1 (17%) 15 (44%)
Intensa 0 7 (21%)
IL-18 — tecido conjuntivo 0.161
Ausente / focal 4 (67%) 10 (29%)
Leve / moderada 2 (33%) 16 (47%)
Intensa 0 8 (24%)

lesdes

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.

A expressao de IL6 no tecido epitelial foi menor nos casos que mostravam

localizadas na

lingua (p=0.036).

Nao foram observadas diferencas
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estatisticamente significativas com relagdo a distribuicdo da expressédo da IL6 no
tecido conjuntivo e das demais IL avaliadas no tecido epitelial e no tecido conjuntivo

de acordo com a presenca de lesdes na lingua (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17

e 18 nos tecidos epitelial e conjuntivo de acordo com o envolvimento da lingua.

Expressao das IL Presenca de lesdes na lingua

Nao (n=23) Sim (n=17) p
IL-6 — tecido epitelial 0.036
Ausente / focal 3 (13%) 8 (47%)
Leve / moderada 5 (22%) 4 (24%)
Intensa 15 (65%) 5 (29%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.181
Ausente / focal 3 (13%) 3 (18%)
Leve / moderada 3 (13%) 6 (35%)
Intensa 17 (74%) 6 (47%)
IL-17 — tecido epitelial 0.315
Ausente / focal 7 (30%) 6 (35%)
Leve / moderada 13 (57%) 6 (35%)
Intensa 3 (13%) 5 (30%)
IL-17 — tecido conjuntivo 0.125
Ausente / focal 4 (17%) 6 (35%)
Leve / moderada 11 (48%) 3 (18%)
Intensa 8 (35%) 8 (47%)
IL-18 — tecido epitelial 0.674
Ausente / focal 10 (44%) 7 (41%)
Leve / moderada 10 (44%) 6 (35%)
Intensa 3 (12%) 4 (24%)
IL-18 — tecido conjuntivo 0.122
Ausente / focal 8 (35%) 6 (35%)
Leve / moderada 8 (35%) 10 (59%)
Intensa 7 (30%) 1(6%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.
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Nao foram observadas diferengas na expressao das IL nos tecidos epitelial e

conjuntivo de acordo o envolvimento da gengiva/mucosa alveolar (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuigdo da expressédo imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17

e 18 nos tecidos epitelial e conjuntivo de acordo com o envolvimento da

gengiva/mucosa alveolar.

Expressao das IL

Presenca de lesdes na gengiva/mucosa alveolar

Nao (n=21) Sim (n=19) p
IL-6 — tecido epitelial 0.660
Ausente / focal 7 (33%) 4 (21%)
Leve / moderada 4 (19%) 5 (26%)
Intensa 10 (48%) 10 (53%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.698
Ausente / focal 4 (19%) 2 (11%)
Leve / moderada 5 (24%) 4 (21%)
Intensa 12 (57%) 13 (68%)
IL-17 — tecido epitelial 0.724
Ausente / focal 8 (38%) 5 (26%)
Leve / moderada 9 (43%) 10 (53%)
Intensa 4 (19%) 4 (21%)
IL-17 — tecido conjuntivo 0.409
Ausente / focal 7 (33%) 3 (16%)
Leve / moderada 6 (29%) 8 (42%)
Intensa 8 (38%) 8 (42%)
IL-18 — tecido epitelial 0.662
Ausente / focal 10 (48%) 7 (37%)
Leve / moderada 7 (33%) 9 (47%)
Intensa 4 (19%) 3 (16%)
IL-18 — tecido conjuntivo 0.080
Ausente / focal 9 (43%) 5 (26%)
Leve / moderada 6 (29%) 12 (63%)
Intensa 6 (29%) 2 (11%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.
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Nao foram observadas diferengas na expressao das IL nos tecidos epitelial e

conjuntivo de acordo com o padréo clinico de apresentacéo das lesdes (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17

e 18 nos tecidos epitelial e conjuntivo de acordo com o padréo clinico das lesdes.

Expressao das IL

Padrao clinico das lesoes

Reticular Reticular + p
(n=14) atréficol/erosivo (n=21)
IL-6 — tecido epitelial 0.104
Ausente / focal 3 (21%) 8 (31%)
Leve / moderada 1 (7%) 8 (31%)
Intensa 10 (71%) 10 (38%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.557
Ausente / focal 1 (7%) 5 (19%)
Leve / moderada 3 (21%) 6 (23%)
Intensa 10 (71%) 15 (58%)
IL-17 — tecido epitelial 0.442
Ausente / focal 3 (21%) 10 (39%)
Leve / moderada 7 (50%) 12 (46%)
Intensa 4 (29%) 4 (15%)
IL-17 — tecido conjuntivo 0.925
Ausente / focal 3 (21%) 7 (27%)
Leve / moderada 5 (36%) 9 (35%)
Intensa 6 (43%) 10 (39%)
IL-18 — tecido epitelial 0.792
Ausente / focal 5 (36%) 12 (46%)
Leve / moderada 6 (43%) 10 (39%)
Intensa 3 (21%) 4 (15%)
IL-18 — tecido conjuntivo 0.190
Ausente / focal 4 (28%) 10 (39%)
Leve / moderada 5 (36%) 13 (50%)
Intensa 5 (36%) 3 (11%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.
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A distribuicao da expressao das IL no tecido epitelial e no tecido conjuntivo de
acordo com a presenga ou nao de exocitose de linfécitos T CD4+ mostrou que a
expressao de IL-6 no tecido conjuntivo foi mais frequente (p=0.037), que houve uma
tendéncia a maior expresséo de IL-17 no tecido epitelial (p=0.051), que houve maior
expressao de IL-17 no tecido conjuntivo (p=0.029) e que houve maior expressao de
IL-18 no tecido conjuntivo nos casos apresentando exocitose. Nos casos mostrando
exocitose de linfocitos T CD8+ houve maior expresséo de IL-6 no tecido conjuntivo
(Tabela 9).

A distribuicdo da expressao imuno-histoquimica das IL no tecido epitelial € no
tecido conjuntivo de acordo com a espessura epitelial mostrou que naéo houve
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 10).

A distribuicdo da expressédo imuno-histoquimica das IL no tecido epitelial e no
tecido conjuntivo de acordo com a presencga de hiperqueratose mostrou que houve
maior expressao de IL-6 no tecido epitelial dos casos sem hiperqueratose (p=0.027)
e que houve maior expressdo de IL-17 no tecido epitelial dos casos com
hiperqueratose (p=0.037) (Tabela 11).

As figuras 4 e 5 mostram exemplos da presenca de linfocitos T CD4+ e T
CD8+ no tecido conjuntivo e nas areas de exocitose e da expressdao imuno-
histoquimica de IL-6, IL-17 e IL-18 com diferentes padrées de intensidade em dois

casos de LPO incluidos na amostra avaliada.
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Tabela 9. Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17
e 18 no tecido epitelial e no tecido conjuntivo de acordo com a presenga de

exocitose de linfocitos T CD4+ e CD8+.

Expressao das IL Exocitose de linfécitos T Exocitose de linfécitos T
CD4+ CD8+
Nao Sim P* Nao Sim P*
(n=23) (n=17) (n=10) (n=30)
IL-6 — tecido epitelial 0.138 0.075
Ausente / focal 9(39%) 2(12%) 5(50%) 6 (20%)
Leve / moderada 5(22%) 4 (23%) 3(30%) 6(20%)
Intensa 9 (39%) 11 (65%) 2 (20%) 18 (60%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.037 0.001
Ausente / focal 6 (26%) 0 5 (50%) 1 (3%)
Leve / moderada 6 (26%) 3 (18%) 2 (20%) 7 (23%)
Intensa 11 (48%) 14 (82%) 3 (30%) 22 (74%)
IL-17 — tecido epitelial 0.051 0.099
Ausente / focal 11 (48%) 2 (12%) 6 (60%) 7 (23%)
Leve / moderada 8 (35%) 11 (65%) 3 (30%) 16 (54%)
Intensa 4 (17%) 4 (23%) 1(10%) 7 (23%)
IL-17 — tecido 0.029 0.269
conjuntivo 9 (39%) 1(6%) 4 (40%) 6 (20%)
Ausente / focal 5 (22%) 9 (53%) 4 (40%) 10 (33%)
Leve / moderada 9(39%) 7 (41%) 2 (20%) 14 (47%)
Intensa
IL-18 — tecido epitelial 0.337 0.193
Ausente / focal 12 (52%) 5 (29%) 6 (60%) 11 (37%)
Leve / moderada 8 (35%) 8 (47%) 4 (40%) 12 (40%)
Intensa 3(13%) 4 (24%) 0 7 (23%)
IL-18 — tecido 0.049 0.156
conjuntivo 11 (48%) 3 (18%) 6 (60%) 8 (27%)
Ausente / focal 10 (43%) 8 (47%) 3 (30%) 15 (50%)
Leve / moderada 2 (9%) 6 (35%) 1(10%) 7 (23%)
Intensa

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.
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Tabela 10. Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17

e 18 no tecido epitelial e no tecido conjuntivo de acordo com a espessura do tecido

epitelial.

Expressao das IL

Espessura do tecido epitelial

Normal Atréfico Hiperplasico P*
(n=17) (n=9) (n=14)
IL-6 — tecido epitelial 0.375
Ausente / focal 6 (35%) 3 (33%) 2 (14%)
Leve / moderada 5 (30%) 2 (22%) 2 (14%)
Intensa 6 (35%) 4 (45%) 10 (72%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.355
Ausente / focal 3 (18%) 2 (22%) 1(7%)
Leve / moderada 6 (35%) 1(11%) 2 (14%)
Intensa 8 (47%) 6 (67%) 11 (79%)
IL-17 — tecido epitelial 0.122
Ausente / focal 7 (41%) 3 (33%) 3 (21%)
Leve / moderada 9 (53%) 5 (56%) 5 (36%)
Intensa 1(6%) 1(11%) 6 (43%)
IL-17 — tecido conjuntivo 0.358
Ausente / focal 6 (35%) 3 (33%) 1 (7%)
Leve / moderada 6 (35%) 3 (33%) 5 (36%)
Intensa 5 (30%) 3 (33%) 8 (57%)
IL-18 — tecido epitelial 0.702
Ausente / focal 9 (53%) 4 (45%) 4 (29%)
Leve / moderada 6 (35%) 3 (33%) 7 (50%)
Intensa 2 (12%) 2 (22%) 3 (21%)
IL-18 — tecido conjuntivo 0.095
Ausente / focal 8 (47%) 3 (33%) 3(21%)
Leve / moderada 9 (53%) 3 (33%) 6 (43%)
Intensa 0 3 (33%) 5 (36%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.
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Tabela 11. Distribuicdo da expresséo imuno-histoquimica das interleucinas (IL) 6, 17

e 18 no tecido epitelial e no tecido conjuntivo de acordo com a presenga de

hiperqueratose.

Expressao das IL

Presenca de hiperqueratose

Nao (n=19) Sim (n=21) p
IL-6 — tecido epitelial 0.027
Ausente / focal 5 (27%) 6 (29%)
Leve / moderada 1(5%) 8 (38%)
Intensa 13 (68%) 7 (33%)
IL-6 — tecido conjuntivo 0.183
Ausente / focal 4 (21%) 2 (10%)
Leve / moderada 2 (11%) 7 (33%)
Intensa 13 (68%) 12 (57%)
IL-17 — tecido epitelial 0.037
Ausente / focal 9 (48%) 4 (19%)
Leve / moderada 5 (26%) 14 (67%)
Intensa 5 (26%) 3 (14%)
IL-17 — tecido conjuntivo 0.065
Ausente / focal 6 (32%) 4 (19%)
Leve / moderada 9 (47%) 5 (24%)
Intensa 4 (21%) 12 (57%)
IL-18 — tecido epitelial 0.152
Ausente / focal 11 (58%) 6 (29%)
Leve / moderada 5 (26%) 11 (52%)
Intensa 3 (16%) 4 (19%)
IL-18 — tecido conjuntivo 0.584
Ausente / focal 8 (42%) 6 (29%)
Leve / moderada 7 (37%) 11 (52%)
Intensa 4 (21%) 4 (19%)

Nota: * Qui-quadrado de Pearson. Fonte: A autora, 2021.
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Figura 7. Expressao imuno-histoquimica da presenca de linfécitos T CD4+ e T CD8+

t, : . 154 & dr
A. Presenca de linfocitos T CD4+ B. Presenca de linfocitos T CD8+

. Expressao leve/moderada de IL-18

Nota: Todas - imunoperoxidase, 400 x. Fonte: A autora, 2021.
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Figura 8. Expressao imuno-histoquimica da presenca de linfécitos T CD4+ e T CD8+
e das IL-6, 17 e 18, em um caso de LPO (2).

A. Presenga de I|nf00|tos T CD4+

=
A
o

o,
E. Expresséo Ieve/moderada de IL-

Nota: Todas - imunoperoxidase, 400 x. Fonte: A autora, 2021.
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5 DISCUSSAO

O LPO é uma doenga mucocutanea crbnica caracterizada pela participagao
de células e de mediadores inflamatérios da resposta imune modulando a expresséao
e manifestacdo da doenga a qual ainda tem sua patogénese ndo completamente
compreendida.

Um dos grandes desafios no diagnoéstico do LPO é a variedade de
apresentacoes clinicas que compdem a doenga. Os critérios clinicos e histologicos
para o diagnostico do LPO mais amplamente aceitos na literatura sdo compostos
pela descri¢do inicial da doenga feita pela Organizagdo Mundial da Saude (KRAMER
et al. 1978), complementada pelos estudos de VAN DER MEIJ & VAN DER WAAL
(2003) e de CHENG et al. (2016). Muitos estudos, entretanto, nao explicitam os
critérios diagnosticos utilizados, possivelmente incluindo na mesma amostra casos
de LPO, LLO e outras entidades que possam mostrar padrao liquenoide. Na seleg¢ao
inicial da amostra realizada no presente estudo foram utilizados estritamente os
critérios clinico-patolégicos propostos por VAN DER MEIJ & VAN DER WAAL (2003)
e CHENG et al. (2016), enfatizando a importancia de diferenciar clinica e
histopatologicamente estes grupos de condi¢des, ao contrario da falta de inclusao de
critérios diagndsticos especificos em outros estudos (YIN et al. 2017; ZHANG et al.
2012; ZYCHOWSKA et al. 2020).

Com relagao aos dados socio-demograficos e clinicos da amostra inicialmente
selecionada a partir dos arquivos do laboratério, observamos um predominio das
mulheres (72.4%) e predilecdo por pacientes adultos com média de 54 anos de
idade, achados em concordancia com a literatura (ISMAIL et al. 2010; XAVIER et al.
2007; ZHANG et al. 2012). O aspecto clinico das lesbes mostrou que as formas
reticular e atrofico-erosiva foram as mais comuns e que a associagao entre os dois
padrdes clinicos foi frequente, tal como demonstrado em outros estudos (WANG et
al. 2015; XAVIER et al. 2007; YIN et al. 2017; ZHANG et al. 2008; ZHANG et al.
2012). Alguns estudos incluiram subdivisdes clinicas distintas dos padrdes
tradicionais de classificacdo do LPO, como lesbes em padrido erosivo € nao erosivo
(NEGI et al. 2019; POURALIBABA et al. 2013), dificultando a comparagcdo dos

resultados com o presente estudo e com a literatura.



53

A mucosa jugal foi o sitio de predilecao das lesdes no presente estudo, tendo
sido acometida em 71% dos casos, seguido pela lingua, achado semelhante a
maioria dos estudos da literatura (ABDEL-HAQ et al. 2014; ALRASHDAN et al. 2016;
CARROZZO et al. 2020). O acometimento da gengiva/mucosa alveolar mostrou
correlagdo com os sintomas, ja que as lesdes nesta regidao anatdomica habitualmente
tém padrao erosivo/descamativo e frequentemente apresentam biofilme e calculo
associados, o que potencializa o desconforto do paciente, além de aumentar o risco
de sangramento local (CHENG et al. 2014).

ApOs a revisao completa dos arquivos e a classificagao de todos os casos em
LPO, LLO e em lesdes compativeis com LPO, buscamos selecionar para a avaliagao
imuno-histoquimica apenas casos com diagnostico de LPO. Essa amostra
padronizada, incluindo apenas casos com aspectos clinicos e histolégicos
caracteristicos de LPO, facilitou a interpretacdo dos resultados e a comparagao dos
mesmos com resultados da literatura.

Em relacéo a participagdo dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ na patogénese do
LPO, alguns estudos sugerem que a doenga seja caracterizada pelo
desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 (LU et al. 2011), em contraste
com outros que sugerem uma predominancia da resposta Th2 (LIU et al. 2009) ou
ainda o desequilibrio entre linhagens Th1 e Th2 (RHODUS et al. 2007) e, inclusive,
reducao na producédo de citocinas Th1 e Th2 (KALOGERAKOU et al. 2008). De fato,
no presente estudo foi possivel observar tanto a presencga de células T CD4+ quanto
de células T CD8+ e, além disso, a expressdao da citocina IL-17, a qual esta
fortemente associada ao subgrupo de linfécitos Th17. Microscopicamente, os
linfocitos T citotoxicos estdo frequentemente presentes entre as camadas epiteliais,
entretanto os linfocitos T helper sdo usualmente encontrados junto a lamina propria,
adicionalmente a outros tipos de linfocitos como o os Tregs (VERED et al. 2013). No
presente estudo foi possivel observar uma maior presenga de exocitose de linfécitos
T CD8+ em comparagcao com os linfécitos T CD4+, embora a diferenca ndo tenha
sido estatisticamente significativa.

Curiosamente, no estudo de RHODUS et al. (2007), os achados nos fluidos
orais mostraram que TNF-qa, IL1-a, IL-6 e IL-8 em pacientes com LPO diminuiram
significativamente, em comparagcdo com controles. De acordo com os autores, o
resultados sugeriram a presenca de uma condigdo dominante de citocinas Th2 nos

pacientes com LPO, embora evidéncias anteriores tenham sugerido um perfil de
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citocinas Th1 na doenga (SUGERMAN et al. 2002). No presente estudo foram
escolhidas citocinas correlacionadas as respostas tanto Th1 quanto Th2, além de
Th17. Todas as citocinas se mostraram presentes na maioria dos casos estudados,
indicando que provavelmente possa haver desequilibrio entre linhagens Th1 e Th2.

Uma observacgao importante feita durante a revisédo da literatura pertinente ao
presente estudo foi o fato de termos encontrado poucos trabalhos (7 no total) que
avaliaram e evidenciaram a presenca de citocinas no LPO, por meio da utilizagao de
espeécimes teciduais e da técnica imuno-histoquimica. A maioria dos estudos avaliou
a presencga das citocinas em fluidos, incluindo saliva e soro, os quais sao Uteis para
mostrar a produgao sistémcia e multitecidual das IL, mas nao fornecem informacoes
sobre a sua expressdo nos diferentes compartimentos teciduais. Dessa forma,
reforcamos a necessidade de mais trabalhos utilizando a técnica imuno-
histoquimica, eventualmente associados a outras técnicas que permitam a
quantificacdo da producgao das citocinas.

Estudos recentes indicam que a IL-17 é o principal mediador tecidual da
inflamacado em varias doencas autoimunes e inflamatérias e que a expressao desta
citocina foi detectada em soro e em espécimes teciduais de pacientes com artrite
reumatoide, esclerose multipla e lupus eritematoso sistémico. (LOHR et al. 2009).
Estas evidéncias motivaram o interesse na avaliagcdo da expressdo da IL-17 no
presente estudo, com pacientes portadores de LPO, visto que a etiopatogénese
desta condigao esta relacionada com a desregulacéo do sistema imune. SHAKER &
HASSAN (2012), avaliando o soro de pacientes com LPO, encontraram niveis
significativamente maiores de IL-17 em pacientes com LPO, comparado ao grupo
controle. Além disso, nos trabalhos de WANG et al. (2014) e WANG et al. (2015), foi
observada a relagdo de IL-17 com o LPO e, inclusive, a evidéncia de que niveis
elevados de expressao de IL-17 no soro foram encontrados em pacientes com LPO
erosivo, mas nao em pacientes com LPO do tipo reticular. Curiosamente, no
presente estudo, observamos maior expressao de IL-17 nos casos que
histologicamente apresentavam hiperqueratose e que, consequentemente estavam
associados a apresentacgdes clinicas na forma de lesées brancas e nao vermelhas.
Estes resultados também ndo concordam com os achados de POURALIBABA et al.
(2013), que sugeriram uma possivel correlagdo entre IL-17 e a severidade do LPO,

ja que esta citocina estava presente em maior quantidade nos casos erosivos.
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No presente estudo, foi possivel observar que a marcagdo imuno-
histoquimica mais intensa para a IL-17 foi no tecido conjuntivo em 40% dos casos,
concordando com os achados de FIRTH et al. (2015) no qual os autores observaram
que as células IL-17+ estavam mais profundas no tecido conjuntivo, em contraste
com outros trabalhos (LU et al. 2014; SHEN et al. 2014). O papel das células Th17
e, particularmente da IL-17, na patogénese do LPO pode estar relacionado a
potencializacdo de reacbes mediadas por linfécitos T e inducdo da producdo de
quimiocinas e outras citocinas que, juntos, agravam a resposta imune inflamatoria.
Esses eventos representam, portanto, um dos mecanismos possiveis de dano
tecidual induzido por IL-17 nas lesdes de LPO (MONTEIRO et al. 2015).

MOZAFFARI et al. (2018), em uma meta-analise, sugeriram que a IL-6 € um
biomarcador importante no LPO e confirmaram sua participagdo na patogénese da
doencga. Os autores demonstraram que os niveis de IL-6 séricos e salivares séo
maiores em pacientes portadores de LPO em comparagcdo a controles, mas
ressaltaram que os resultados dos diferentes estudos podem nao ser totalmente
comparaveis em virtude de diferencas metodoldgicas, incluindo desde amostras
pequenas a diferencas nos kits de mensuragao utilizados. No presente estudo,
identificamos a marcacdo da IL-6 como a citocina mais expressa no LPO, em
comparagao com IL-17 e IL18, reforgando a ideia de que esta citocina é importante
na patogénese da doenga. Além disso, foi possivel observar que nos casos com
exocitose de linfécitos T CD8+ havia maior expressao da IL-6, sugerindo a possivel
participacdo desta citocina na destruicdo dos queratinécitos. GOEL et al. (2015)
reforcaram também que a IL-6 esta intensamente expressa em pacientes com LPO,
sugerindo adicionalmente que esta citocina possa ser um biomarcador importante na
escolha da terapia mais adequada para tratamento do LPO resistente.

O recente estudo de BABIUCH et al. (2020) correlacionou a expressao de
citocinas dependentes de NFkappaB (TNF-a, IL-1qa, IL-6 e IL-8) na saliva e por meio
da avaliagdo de espécimes teciduais por imuno-histoquimica. Os resultados
mostraram a presenga de IL-6 no epitélio e no estroma em 15 pacientes com LPO,
tendo sido, ao nosso conhecimento, o primeiro estudo a realizar escores de
imunoreatividade teciduais dentro deste tema. Nossos critérios de analise da
expressao imuno-histoquimica de IL-6, IL-17 e IL-18 foram semelhantes aos
utilizados por BABIUCH et al. (2020) para que pudéssemos comparar de forma mais

direta os resultados. Embora o critério de analise utilizado tenha limitagdes
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subjetivas, nos pareceu o mais apropriado por n&o limitar a analise a intensidade da
marcacgao das citocinas ou as células marcadas, visto que as IL encontram-se
localizadas tanto no meio intra quanto intercelular. Um exemplo da importancia da
avaliacdo das diferengcas metodoldgicas entre os estudos sdo os resultados de
RHODUS et al. (2005) que observaram niveis salivares aumentados de TNF-q, IL-
1a, IL-6 e IL-8 em pacientes com LPO, mas nao excluiram casos de LPO mostrando
displasia epitelial da amostra.

No trabalho de CARVALHO et al. (2019) foi feito um estudo avaliando a
marcacgao imuno-histoquimica para linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+, mostrando um
elevado numero de células epiteliais com imunopositividade para CD4+ (mais de 25
células/area) no LPO, comparado ao grupo de inflamag¢do mucosa inespecifica. No
presente estudo, a marcagao constante mostrando positividade para a presenca de
linfocitos T CD4+ e CD8+, reforca o achado da participagdo das células T na
patogénese do LPO. Ainda no estudo de CARVALHO et al. (2019), em relagao a
expressdo de IFN-a, IL-17 e IL-33, a avaliagdo da citocina IL-17 ndo mostrou
diferenga comparada ao grupo controle. Apesar disso, a expresséo de INF-a se
mostrou elevada, corroborando dados de outros autores que associam a resposta
predominante Th1 da doenga (PAYERAS et al. 2013; SUGERMAN et al. 2002).
Curiosamente, os dados do presente estudo mostraram a IL-18 como a citocina
menos expressa Nos casos, apesar desta citocina ser considerada fator indutor de
IFN-y. Como o LPO é uma doencga cronica, talvez o momento do diagndstico possa
influenciar neste balango Th1/Th2. No estudo de ZHANG et al. (2012), os autores
encontraram uma expressao intensa de IL-18 nas lesbes de LPO, a qual tem sido
associada a uma fase mais grave da doenca.

FIRTH et al. (2015), estudando a expresséo de IL-17 e de FoxP3 (fator de
transcricao expresso por Tregs) em 17 casos de LPO hiperplasico observou que
havia maior expressdo de FoxP3 do que de IL-17, contrariamente ao observado em
outros estudos (LU et al. 2014; SHEN et al. 2014). No trabalho em questado, a
marcacao de IL-17 estava expressa em maior quantidade no estroma mais profundo,
contrariamente ao nosso trabalho, no qual encontramos maior expressao de IL-17
no tecido epitelial, especialmente nos casos com hiperqueratose. Ja nos casos sem
hiperqueratose, uma expressdo maior de IL-6 no epitélio foi encontrada. De forma
similar aos resultados do estudo de FIRTH et al. (2015), JAVVADI et al. (2016),

avaliando a expresséao de IL-17 e de FoxP3 em casos de LPO com lesbes brancas e
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atroficas, identificaram um numero maior de casos com marcagao para FoxP3 do
que para IL-17, reforcando a ideia de que um desequilibrio imune participa da
patogénese do LPO.

No estudo de MONTEIRO et al. (2015), a imunoexpressao epitelial de IL-17
foi significativamente maior nas lesdes de LPO comparadas as lesdes de
hiperplasias fibrosas inflamatérias. A concentracdo aumentada de IL-17 nos
queratinécitos nas lesbes de LPO pode sugerir um recrutamento de células
inflamatorias no local do dano epitelial. Da mesma forma, SHEN et al. (2014)
mostraram que a expressao de FoxP3 e IL-17 em LPO foi significativamente maior
em comparagao com controles e que a expressao de FoxP3 foi maior no LPO do
que nas lesdes cuténeas de liquen plano, sugerindo que este dado possa estar
associado a diferengca no comportamento clinico das duas variantes da doenca.

CHITRAPRYIA et al. (2015) estudaram niveis de IL-17 e IL-18 nos tecidos
gengivais de individuos com gengiva saudavel, gengivite crénica e periodontite
cronica moderada e encontraram niveis aumentados em pacientes com gengivite
crbnica para ambas as citocinas. No presente estudo nao foi possivel observar
diferengcas na expressao das IL no tecido epitelial e conjuntivo de acordo com o
envolvimento da gengiva/mucosa alveolar nos pacientes avaliados.

O presente estudo apresenta algumas limitagbes metodoldgicas incluindo o
numero de casos de LPO incluidos na amostra final utilizada para a realizacdo das
reacdes imuno-histoquimicas. Por outro lado, a aplicacido de critérios clinicos e
histologicos estritos permitiu a selecdo de uma amostra mais homogénea e passivel
de comparacdo mais fidedigna com outros estudos. Como dito anteriormente,
existem poucos estudos que avaliaram a expressao imuno-histoquimica de citocinas
em LPO, reforgando estas dificuldades. Além disso, a subjetividade na avaliagéo da
expressdo imuno-histoquimica das IL & outra limitagdo do estudo, mas buscamos
seguir um modelo de classificacdo disponivel na literatura que permitisse facil
reproducdo e, portanto, comparacado dos resultados. Por ultimo, outra limitacdo do
estudo é a utilizagdo de uma metodologia retrospectiva, que permite a selegéo de
um numero maior de casos, mas utiliza informacdes ja coletadas e disponiveis em
formularios. E fundamental que, a partir dos resultados encontrados no presente
estudo e nos estudos previamente publicados, possam ser tracados estudos

prospectivos com padronizacdo da selecao da amostra e selecdo adequada dos
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controles, para que a participagao da IL-6, da IL-17 e da IL-18 na patogénese e na

expressao do LPO possam ser melhor estabelecidos.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que as caracteristicas clinicas,
incluindo a idade média e o género dos pacientes, e a localizagdo anatdbmica e o
aspecto clinico preferencial das lesées de LPO e de LLO séo distintos e podem ser
utilizados na diferenciagao entre os dois grupos diagndsticos.

Com relagdo a avaliagdo imuno-histoquimica nossos resultados mostraram
que IL-6 foi a citocina mais expressa. A presenca de exocitose mostrou relagao com
a maior expressao das interleucinas e a expressao de IL-17 foi maior no epitélio
mostrando hiperqueratose. Estes achados em conjunto sugerem que as IL
estudadas mostram-se mais presentes quando ha maior presenca de linfocitos T
CD4+ e CD8+ no epitélio e que sua expressao pode ter relagdo com as alteracoes
epiteliais encontradas no LPO, participando de sua patogénese e da expressao da

doenca.
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DADDS DO PARECER
Mumero do Parecer: 3770738

Apresentagao do Projeto:

0 liguen plano oral {LPO) & uma condigio imunologica mediada por céluias T. A despeito de ser uma das
doencas nao-infecciosas orais mais

comuns, 3 eficlogia & os mecanismos de patogénese do LPO ainda ndo foram totalmente esdarecidos. A
doenca pode ser dassificada como uma

reagio imune de hipersensiblidade tanda, mediada por células Th (helper) 1 & que possul participagdo atva
de Iinfacitos CO4+ e COB+. Alem dissa,

UMma complexa rede de citocnas e seus receptores tém papel importante na exacerbacio e perpetuacao da
doenga, visto que a resposta imune

mediada por cslulas Thi provavelments & regulada por estes mediadores inflamatanos & seus receptores. O
ohjetivo deste estudo & comparar as

caracteristicas clinico-patologicas, imunoistoguimicas e 3 menswagao do fiudo gengval em pacientes com
LPO, na tentativa de determenar um pesfil

de expressao dos mediadores inflamatonos miedeucinas {IL} -, IL 2. 1L 4, IL 8, IL 8, IL 12, IL 17, interferon
({fFM} & fator de necrose turnosal [THF-,

avaliando sua importancia na determinagao da histogénese & do comporamento bioldgice da doenca. A
casuistica sera obfida a partr dos arquivos

do Labomtono de Patologia Bucsl da Faculdade de Odontoiogia da UERJ (FOAERJ). A analise
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dinico-patologica & imunoistoguimica (por meio da

tecnica da imunoperoxidase) inchira 50 pacientes com LPOD e sera feits por meio da revisao oos registros
laboratorisis dos casos & da revisio

histopatologica das [3minas. Serio adiconalments analisados fuidos gengvais de 50 pacientes-controis do
amibulatono de Estomatologia da

Associagdo Brasdeira de Odontologia (AB0-RJ) & da Universidade Estacio de 53, Os resultados serao
descritos & comparados inchueindo o peril

socio-demografico, dinico, histopatologico, imunoistogquimico e da mensuragao do fluido gengival nos
pacientes afetados per LPO em comparagao

aos comtroles. Espera-se avaliar o perfil munoistoquimico da presenca die mediadores inflamatarios no LPD,
assim como sua quantificacio no fuido

gengwal, buscando auniiar na compreensao da histopénese da doenca

Objetivo da Pesquisa:

Okbjetivo Primaric:

Avaliar o perfl imunoidgico dos pacientes poradones de LPD e grupo-coninole.

Objstive Secundirio:

Idenificar os pacientes diagnosticados com LPD atendidos durante o periodo de 2007 a 2018, atenddos
nos ambulatorics de Estomatologia da ABOD

-R.J e da Universidade Estacio de 53;Convocar o5 pacienies supracitades para reavaliagao e atualizagio da
evolucio da doenga;Realizar a

avaliagao penodontal destes pacientes, inchunde a coleta de fluido gengivatRealizar estudo da expressao
de mediadores irflamatonos L 1-, L 2, IL

4 IL& ILE IL12 IL 17, IFN- & TNF- por meio de imunoistoquimica em blocos de parafina do material
previamente cofetado dos pacientes

sefecionades, amuivados no Laboratdrio de Patologia Oral da FONJER) Realizar estudo da expressao dos
mesmos medadores inflamatonos no

fluido gengival coletado dos pacientes;Realizar as etapas de avaliagio periodontal, coleta do fluido genghval
g estudo &3 expressio 4os MEsmos

miediadores infiamatorics no fiuido gengival coletado de pacientes-controle;Estabelecer uma possivel
correlagde entre os resultados obtides.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Prezado pesquisador: Caracterza-se como nsco dirgto para os partoipantss da pesquizaa
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possibdidade de desconforto ow constrangimento no momente do preenchimento dos questionanos. Os
pesquisadores devem se comprometer a minimizar os riscos ou desconforfos gue possam vir 3 ser
Causados.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta bem estruturada e o referencial tedrico & metodolagico estdo explicitados, demonstrando
aprofundamento & conhecimento necessanes para sua reafizagao. As referéncias estio adequadas e a
pesquisa & exequivel,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram avaliadas as infma?l':ues. contidas na Plataforma Brasil & a5 mesmas se encontram denfre das
Nomas Vigenies e s&m riscos iminenies 30s participantes envolvidos e pesguisa.

Foram analisados os seguniss documentos de apresentagdo obrigatona:

1} Folha de Resto para pesquisa envofvendo seres humanos: Documento devidaments presnchido, datado
& assmnado

2} Projeto de Pesquisar Adequada

3} Orgamento financeiro e fontes de financiamenio: adequado/spresentado

4} Tesmio de Consentmento Livre & Esdarecido: Adequado

5) Cronograma: Adequado

i} Docurmentos pertinentes 3 inciusao do HUPE: Adequado

T} Cumiculo do pesquisador principal & demais colaboradones: anexacos & confonme a5 Nommas.

Os documentos de apresentacdce obrigatdria foram enviades a este Comité, estando dentro das boas
praticas e apresentando fodos dados necessarios para apreciagdo etica e tendo sido avaliadas as
informagdes confidas na Plataforma Brasil & as mesmas se encontram dentro das normas vigentes & sem
riscos immentes aos partcipantes envolvidos de pesquisa.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadeguaoes:

0 projeto pode ser redizado da forma como esta apresentado. Diante do exposts = 3 luz da Resoluggo CNS
n*336201 2, o projeto pode ser enquadnado na categona — APROVADD.
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Consideragtes Finais a critério do CEP:

Em consondncia com a resoiugdo CNS 466/12 e a Norma Operacional CNS 001/13, o CEP recomenda ao
Pesquisador: Comunicar toda e qualguer alteragdo do projeto e no termo de consentimento livre &
esclarecido, para anaise das mudangas: informar imedistamente gualquer evento adverso ocomido durante
o desenvolvimento da pesquisa: O Comité de Efica solicta a V. 5., que encaminhe relatdrics parcias de
andamento 2 cada 08 (seis) Meses da pesquisa e 30 EEnmmo.  encaminhe a esta comiss3o um sumano dos
resuftados do projeto; Os dados individuais de todas s etapas da pesguisa devem ser mantidos am kocal

seguro por 5 anos para possivel auditoria dos Orgdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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