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RESUMO 

As lesões liquenóides orais (LLO), como líquen plano oral (LPO) e reação 
liquenóide oral por amálgama dental (RLO-AD), são doenças imunologicamente 
mediadas (DIM) com características histopatológicas semelhantes, porém com 
prognósticos distintos. As suas etiopatogenias têm sido relacionadas a 
polimorfismos gênicos e secreção citocinas de inflamatórias (CI), as quais são 
responsáveis pelas respostas imunológicas inadequadas, que causam danos 
estruturais à mucosa oral (MO) e estimulam o recrutamento de células 
inflamatórias. Assim, foi realizado um estudo em voluntários portadores de LLO 
(grupo-1, n=39), em voluntários saudáveis (grupo-2, n=39), e em cem amostras de 
DNA provenientes de voluntários saudáveis (grupo-3, n=100). A pesquisa teve 
como objetivos selecionar e diferenciar casos de LLO clássicas (LLO-c) por meio 
dos critérios de diagnósticos de LLO da Organização Mundial de Saúde (Cdx-LLO-
OMS); determinar a hipossalivação nesses pacientes; analisar outros achados 
histopatológicos presentes nas LLO; quantificar linfócitos T (LT-CD3, LT-CD8), 
linfócitos B (LB), plasmócitos, mastócitos, imunomarcados contidos no infiltrado 
inflamatório subepitelial (IISE) nos casos de LLO a fim de avaliar as respostas 
Th1/2; e estimar a frequência dos polimorfismos dos genes Th1/2 envolvidos na 
síntese de CI através da reação em cadeia da polimerase (PCR) e polimorfismo 
no comprimento do fragmento de restrição (RFLP). De forma geral, pacientes do 
gênero feminino com idade média de 53,13 anos apresentaram maior frequência 
de LLO (p=0,06; OR:2,57). O infiltrado inflamatório perivascular profundo e a 
presença de folículos linfóides foram frequentes nas RLO-AD (p<0,001). A 
contagem de LB foi maior nas RLO-AD (p<0,05). A hipossalivação foi frequente 
em portadores de LLO (p<0,001;OR:19,72). Os alelos mutados IL4-590T,TNF-α-
308A, e IL10592C foram freqüentes nos portadores de LLO (p<0,0001). 
Portadores de LPO apresentaram mais alelos mutados IL4-590T e IL10-592C 
(p<0,05). Concluiu-se, portanto que pacientes do gênero feminino com média de 
idade de 53 anos apresentam mais LLO. A hipossalivação foi associada à 
presença da lesão oral em portadores de LLO. As LLO estão associadas aos altos 
índices de células de reação inflamatória crônica e à expressão gênica das 
citocinas relacionadas às respostas Th1/2. 

Palavras-chave: Doenças Auto-Imunes. Citocinas. Polimorfismo gênico.  
Polimorfismo de Fragmento de Restrição.   
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ABSTRACT 

Oral lichenoid lesions (OLL), such as oral lichen planus (OLP) and amalgam-
associate oral lichenoid reaction (AAOLR) are immunologically mediated diseases 
(IMD) with similar histopathologic features but distinct prognoses. Their 
etiopathogenesis have been related to gene polymorphisms and inflammatory 
cytokine (IC) secretion, which are responsible for the inappropriate immune 
responses that cause structural damage to the oral mucosa (OM) and stimulate the 
recruitment of inflammatory cells. Therefore, this study was conducted in a group 
of volunteers with OLL (group-1, n=39), another group comprised of healthy 
volunteers (group-2, n=39), and a third group comprised of hundred DNA samples 
obtained from healthy volunteers (group-3, n = 100). The research aimed to select 
and differentiate classic cases of OLL by means of diagnostic criteria for OLL of the 
World Health Organization (WHO-OLL-CDx), to determine the hyposalivation in 
these patients, to analyze other histological findings features present in OLL; to 
evaluate the Th1/2 by means of quantification of inflammatory cells, T-lymphocytes 
(CD3-TL, CD8-TL), B lymphocytes (BL), plasma cells and mast cells 
immunostained contained in the subepithelial inflammatory infiltrate (SEII) on the 
slides of OLL, and estimate the frequency of polymorphisms of genes Th1/2 
involved in the synthesis of IC by means of polymerase chain reaction (PCR) and 
restriction fragment length polymorphism (RFLP). Overall, female patients with 
mean age of 53.13 years had a higher frequency of OLL (p = 0.06, OR: 2.57). The 
deep perivascular inflammatory infiltrate and lymphoid follicles were common in the 
AAOLR (p <0.001). The LB count was higher in AAOLR (p <0.05). The 
hyposalivation was common in patients with OLL (p <0.001, OR: 19.72).  Mutated 
alleles of IL4-590T, TNF-α-308A and IL10-592C were frequent in patients with OLL 
(p <0.0001). Patients with OLP had more mutated alleles IL4 and IL10-590T-592C, 
when compared to AAOLR (p <0.05). Therefore it was concluded that female 
patients with a mean age of 53 have more OLL. Hyposalivation was associated 
with the presence of oral lesions in patients with OLL. The oral lichenoid lesions 
are associated with high rates of chronic inflammatory cell reaction and gene 
expression of cytokines related to Th1/2 response. 

Key Words: Autoimmune Diseases. Cytokines. Polymorphism. Genetic 
Polymorphism. Restriction Fragment Length. 

  



xx 

 

  



xxi 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AR: Artrite Reumatóide 

BS: Boca Seca  

CDx-OMS-LLO: Critérios da OMS (2003) para Diagnóstico das LLO 

CI: Citocinas Inflamatórias 

CL: Células de Langherans  

DAI: Doenças Auto-imunes  

DECHc: Doença do Enxerto Contra o Hospedeiro Crônica 

DIM: Doenças Imunologicamente Mediadas 

DNA: Ácido Desoxirribonucléico, do inglês Deoxyribonucleic Acid 

dNTP: Desoxirribonucleotídeos Trifosfatados, do inglês Deoxynucleotide 

Triphosphates 

H&E: Hematoxilina e Eosina 

IIBSE: Infiltrado Inflamatório em Banda Subepitelial 

IFN: Intérferons 

IFN- γ: Intérferon-γ  

IHQ: Imuno-histoquímica 

IL: Interleucinas  

IL-1β: Interleucina 1 beta 

IL4: Interleucina 4 

IL10: Interleucina 10 

LED: Lúpus Eritematoso Discóide 

LES: Lúpus Eritematoso Sistêmico 



xxii 

 

LL: Lesões Liquenóides  

LLO: Lesões Liquenóides Orais, do inglês Oral Lichenoid Lesions (OLL) 

LP: Líquen Plano 

LPC: Líquen Plano Cutâneo 

LPM: Lesão Potencialmente Malignizável 

LPO: Líquen Plano Oral, do inglês Oral Lichen Planus (OLP) 

LT: Linfócitos T 

neLPO: Forma não erosiva do LPO 

OMS: Organização Mundial de Saúde 

Overnight: Designa que o procedimento durou a noite inteira  

PBS: Solução Salina Tamponada com Fosfato, do inglês: phosphate-buffered 

saline 

PCR: Reação em Cadeia da Polimerase, do inglês Polymerase Chain Reaction 

q.s.p.: Quantidade Suficiente Para 

RFLP: Polimorfismo no comprimento do fragmento de restrição, do inglês: 
Restriction Fragment Lenght Polymorphism 

RL: Reação Liquenóide, do inglês Lichenoid Reaction (LR) 

RLO-AD: Reações Liquenóides Orais por Amálgama Dental, do inglês Amalgam-

Associate Oral Lichenoid Reaction (AAOLR) 

RNA: Acido Ribonucléico, do inglês Ribonucleic Acid  

RTL: Reações Teciduais Liquenóides, do inglês Lichenoid Tissue Reaction (LTR) 

SJ: Sídrome de Sjögren 

SNP: Polimorfismos de Único Nucleotídeo, do inglês Single Nucleotide 

Polymorphisms 

Th1: T-helper1  

Th2: T-helper2 



xxiii 

 

TNF: Fatores de Necrose Tumorais, do inglês: Tumor Necrosis Factor 

TNF-α: Fator de Necrose Tumoral α 

VNTR: Número Variável de Repetições em Tandem, do inglês: Variable Number 

Tandem Repeat 

ZMB: zona da membrana basal 

 
  



xxiv 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



xxv 

 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO  1 

2 REVISÃO DA LITERATURA 5 

 2.1 DOENÇAS IMUNOLOGICAMENTE MEDIADAS 5 

 2.2 CARACTERÍSTICAS GERAIS DO LP, LPO E RLO-AD 8 

 2.3 PATOGÊNESE DAS LLO: LPO e RLO-AD 17 

 2.4 CRITÉRIOS CLÍNICOS E HISTOPATOLÓGICOS DO LPO E 
RLO-AD 19 

 2.5 CITOCINAS INFLAMATÓRIAS, POLIMORFISMOS GÊNICOS E 
SUAS RELAÇÕES COM LPO E RLO-AD 27 

3 PROPOSIÇÃO 37 

 3.1 OBJETIVOS GERAIS 37 

 3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 37 

4 MATERIAL E MÉTODOS 39 

 4.1 DESENHO DO ESTUDO E DIVISÃO DOS GRUPOS 39 

 4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO DOS VOLUNTÁRIOS 
E MEIOS DE CONVOCAÇÃO DOS SUJEITOS 42 

 4.3 APLICAÇÃO DOS CRITÉRIOS OMS, 2003 PARA SELEÇÃO 
DOS CASOS DE LPO E RLO-AD 45 

 4.4 COLETAS DOS DADOS E DAS AMOSTRAS DOS PACIENTES 
PROVENIENTES DOS BANCOS DE DADOS DAS UNIDADES 
RELACIONADAS 

47 

 4.5 ANÁLISES DAS AMOSTRAS 49 

 4.6 ASPECTOS ÉTICOS 62 

 4.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 
62 



xxvi 

 

5 RESULTADOS 65 

 5.1 RESULTADOS DESCRITIVOS 65 

 5.2 RESULTADOS DAS ANÁLISES DOS DEMAIS ACHADOS 
HISTOPATOLÓGICOS 72 

 5.3 RESULTADOS DAS ANÁLISES DO INFILTRADO 
INFLAMATÓRIO SUBEPITELIAL E DA ESPESSURA EPITELIAL 

78 

 5.4 RESULTADOS DAS ANÁLISES IMUNO-HISTOQUÍMICAS 79 

 5.5 RESULTADOS DA ANÁLISE DA HIPOSSALIVAÇÃO 84 

 5.6 FREQÜÊNCIA DOS POLIMORFISMOS DOS GENES IL1-β, IL4, 
TNF-α E IL10 NOS GRUPOS 1 E 3 E SUA CORRELAÇÃO COM A 
PRESENÇA DE LLO 

86 

 5.7 REAVALIAÇÕES DOS CASOS DO SUBGRUPO 1.3 108 

6 DISCUSSÃO 113 

7 CONCLUSÕES 129 

 REFERÊNCIAS  131 

 APÊNDICE 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido 149 

 APÊNDICE 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido 151 

 APÊNDICE 3 - Questionários da pesquisa 

APÊNDICE 4  - Questionários da pesquisa 

153 

155 

 ANEXO - Certificado de aprovação do Comitê de Ética da FOP-
UNICAMP 

157 

   

 

 

 

 



1 

 

1 INTRODUÇÃO  

As doenças imunologicamente mediadas (DIM) compõem um grupo 

amplo, distinto de entidades patológicas que comumente acometem a pele e 

mucosas e possuem como principal fator etiológico a participação de uma 

resposta imunológica inadequada (Mattila et al.,. 2007). 

A presença de lesões bucais associadas a essas condições é frequente. 

Em muitas situações pode ser a primeira manifestação da doença, se constitui 

como parte importante do quadro clínico e não raro apresentam controle 

complexo. Dentro desse grupo encontram-se as lesões liquenóides orais (LLO), 

representadas pelas reações liquenóides orais por amálgama dental (RLO-AD), 

além de outras LLO de curso clínico mais complexo e que acometem mais órgãos 

e sistemas, como as diversas formas de líquen plano oral (LPO), as LLO 

associadas às doenças auto-imunes (DAI) e a doença do enxerto contra 

hospedeiro crônica (DECHc) (Bron, 1994; Gratwohl et al., 1995; Al-Hashimi et al., 

2007). 

Todas estas patologias representam entidades de particular interesse à 

Estomatologia/Patologia Bucal e, portanto há uma constante preocupação na 

busca dos perfis clínicos, histológicos, etiológicos, patogênicos (Fernandez-

González et al., 2011) e também dos perfis genéticos envolvidos na síntese de 

citocinas relacionadas às LLO (Xavier et al., 2007; Fujita et al., 2009; Liu et al., 

2009). 
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Estas LLO apresentam sinais clínicos muito semelhantes, pois 

apresentam lesões orais clinicamente representadas por estrias brancas 

“liquenóides” que se estendem ao longo das mucosas orais e, portanto, podem ser 

agrupadas em um estudo único, entretanto há uma necessidade de compreensão 

mais adequada das suas etiopatogenias de modo a possibilitar um manejo clínico 

mais adequado (Sugerman et al., 2002; DeRossi & Ciarrocca, 2005). 

Apesar de possuírem mecanismos patogênicos distintos, que parecem 

estar relacionados à ocorrência de eventos mediados por alterações da resposta 

imune, a maioria das LLO são tratadas similarmente por meio de terapias 

imunossupressoras inespecíficas, principalmente corticosteróides utilizados de 

forma tópica ou sistêmica, que freqüentemente estão associadas a efeitos 

adversos de graus variados de intensidade e nem sempre alcançam o controle 

adequado das suas manifestações clínicas (Al-Hashimi et al., 2007; Barret & 

Blanc, 2008; Arora, 2008). Deste modo, o entendimento dos mecanismos de 

patogênese deste grupo de doenças é fundamental para desenvolvimento de 

alvos terapêuticos e tratamentos alvos-específicos que visem potencializar 

resultados relacionados ao controle da doença e minimizar os efeitos colaterais 

observados na terapêutica atual (Scully et al., 1998; DeRossi & Ciarrocca, 2005). 

Embora a resposta imunológica pareça ser similar, muitos autores têm 

objetivado estabelecer a caracterização histopatológica e imuno-histoquímica do 

infiltrado inflamatório associada às respostas imunológicas T-helper1 (Th1) e T-

helper2 (Th2) e demais eventos celulares a fim de relacioná-los com as 
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manifestações clínicas destas doenças (McCartan & Lamey, 1997; Mega et al., 

2001; Soares et al., 2005; Bascones-Ilundain et al., 2006; Köse et al., 2007). 

Uma das manifestações clínicas destas doenças é a sintomatologia da boca 

seca (BS), que é mais comumente causada por alterações na função das 

glândulas salivares, desidratação, alterações cognitivas da região maxilofacial 

(Osailan et al., 2011), além de diabetes, distúrbios da tireóide, doenças do tecido 

conjuntivo, e DECHc (Atkinson & Wu, 1994; Scully, 2003). Os sintomas de BS 

podem ser classificados como subjetivo (xerostomia) (Fox et. al., 1985), no qual o 

paciente relata o sintoma; e objetivo (hipossalivação) (Bergdahl & Bergdahl, 2000) 

que é avaliado por meios de quantificação do fluxo salivar produzido em um 

período de cinco minutos e mensurado em unidades de mililitros por minuto 

(mL/min), ou seja, pacientes que produzem um volume menor de 0,7 mL/min são 

considerado portador de hipossalivação (Krasse; 1986). 

Outros aspectos relacionados às DAI são o controle genético da 

expressão gênica e do nível de produção de citocinas que podem ser modificados 

de acordo com mudanças no genoma em decorrência dos polimorfismos gênicos. 

Os polimorfismos em um único nucleotídeo (SNP) são variações na seqüência de 

ácido desoxirribonucléico (DNA) com prevalência em 1% ou mais da população. 

Uma grande importância do estudo dos SNP na pesquisa biomédica é a 

possibilidade de comparar regiões do genoma entre gerações bem como a 

correspondência com coortes de pacientes com e sem uma determinada doença 

(Zhang et al., 2008).  
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A caracterização da associação do polimorfismo dos genes associados à 

resposta inflamatória e a relação destes com a síntese de citocinas tem se 

mostrado importante ferramenta na descoberta da etiopatogenia das DAI. Estudos 

dos SNP relacionados especificamente à síntese de citocinas das respostas Th1 e 

Th2 têm sido realizados com o objetivo de entendimento da patogênese do LPO 

(Sugerman et al., 2002; Pezelj-Ribaric et al., 2004; Carrozzo et al., 2004; Xavier et 

al., 2007). 

Portanto, esse trabalho objetivou analisar os achados clínicos e 

histopatológicos das LLO clássicas, estudo morfométrico para determinar a 

quantidade de células inflamatórias contidas no infiltrado inflamatório subepitelial 

(IISE) marcadas por meio da técnica imuno-histoquímica, análise de fluxo salivar 

em pacientes portadores de LLO, e estudo dos polimorfismos envolvidos nessas 

respostas Th1 e Th2, que pode auxiliar na compreensão dos mecanismos 

patogenéticos do LPO e da RLO-AD. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 - Doenças imunologicamente mediadas 

As doenças imunologicamente mediadas (DIM) ou doenças auto-imunes 

(DAI) compõem um grupo amplo e distinto de entidades patológicas (Quadro 1). 

Essas possuem como principal fator etiológico a participação de uma resposta 

imunológica inadequada (Mattila et al.,  2007). 

Quadro 1. Lista das doenças auto-imunes. 

Miastenia gravis  Síndrome de Goodpasture  
Tireóide de Hashimoto  Febre familiar do mediterrâneo  
Artrite reumatóide (AR) Doença de Graves  
Sídrome de Sjögren (SJ) Doença Celíaca  
Vitiligo  Hepatite auto-imune 
Psoríase  Síndrome miastênica de Lambert-

Eaton  
Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) Oftalmia simpática  
DAI do sistema nervoso central (DAI-
SNC)  

Pênfigos e Penfigóides  

Diabetes Mellitus Tipo I  Púrpuras auto-imunes  
Doença de Addison  Trombocitopenia idiopática  
Anemia Hemolítica  Doença de Crohn  
Síndrome Antifosfolipídica Auto-Imune Síndrome Antifosfolipídica SOE 
Dermatite herpetiforme  Espondilite anquilosante  
Glomerulonefrite por IgA e membranosa  Retrocolite ulcerativa  
Síndrome de Churg-Strauss  Síndrome de Behçet  

Fonte: Adaptada de Mattila et al., 2007. 

As DAI que se manifestam na pele e mucosas são também conhecidas 

como doenças inflamatórias da pele. Tradicionalmente possuem padrões clínico-

patológicos reconhecidos como lesões liquenóides (LL) ou reações teciduais 

liquenóides (RTL) (Pinkus, 1973; Sontheimer, 2009). Freqüentemente essas 

doenças causam sintomas orofaciais e estomatognáticos, os quais se constituem 

como os sintomas característicos do envolvimento da mucosa oral (Márton, 2003). 
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As RTL dessas condições inflamatórias são freqüentes e em muitas situações 

podem ser a primeira manifestação da doença, são parte importante do quadro 

clínico e apresentam um manejo complexo (Sontheimer, 2009). Dentro deste 

grupo de afecções encontram-se, principalmente as LLO associadas ao LES, à SJ 

(Márton, 2003), à AR (Pawelczyk-Madalińska et al., 2006), as RLO-AD (Östman et 

al., 1996), o LPO (Al-Hashimi et al., 2007) e a DECHc (Bron, 1994; DeRossi & 

Ciarrocca, 2005; Woo et al., 2005; Elad & Levitt, 2008).  

Os portadores dessas DAI podem apresentar a sintomatologia da boca 

seca (BS). Exemplos de condições e doenças sistêmicas nas quais a BS pode ser 

uma queixa relevantes incluem diabetes, distúrbios da tireóide, doenças do tecido 

conjuntivo (AR, LES e SJ), DECHc (Atkinson & Wu, 1994; Scully, 2003) e o LPO 

(Colquhoun & Ferguson, 2004). Sabe-se que esse sintoma é mais comumente 

causado por alterações na função das glândulas salivares, desidratação e 

alterações cognitivas da região maxilofacial (Osailan et al., 2011). Outros fatores 

como ansiedade ou depressão e estresse podem ser causa, tanto subjetivas (Fox 

et al., 1985) quanto objetivas, dos sintomas de BS (Bergdahl & Bergdahl, 2000).  

A prevalência da BS na população de idosos (indivíduos com 60 anos ou 

mais) é de aproximadamente 20% (Ben-Aryeh et al., 1985; Nederfors, 2000; 

Nayak et al., 2004). A prevalência de xerostomia na população em geral varia 

entre 10% e 20% em diferentes estudos publicados (Fox et. al., 1985; Pujol et al., 

1998). Observa-se que essa prevalência é maior em mulheres e aumenta com o 

uso de alguns tipos específicos de medicamentos (Nederfors, 2000; Schein et al., 

1999).  



7 

 

Devido às diferenças entre dados de xerostomia e hipossalivação, Krasse 

(1986) apresentou critérios para caracterizar objetivamente o fenômeno de 

hipossalivação, os quais estabelecem que o volume de saliva entre 1,0 a 3,0 

mL/min, é considerado fluxo normal; um volume de 0,7 a 1,0 mL/min, é 

considerado fluxo baixo; e volume menor de 0,7 mL/min, é considerado 

hipossalivação. Frente a esses dados divergentes também foi convencionado que 

a coleta de saliva total não estimulada (STNE) deve ser realizada no período 

padronizado até dez horas da manhã para que não haja influência do ciclo 

circadiano, visto que a adoção desse método não altera a constituição natural da 

saliva do paciente, que pode ser modificada quando estimulada ou quando 

coletada em horários não padronizados (Navazesh, 1993; Arvidson et al., 1994). 

Após a constatação dessa correlação entre as DAI e a BS, foi realizado 

estudo para avaliar a presença de xerostomia em pacientes portadores de LPO 

comparada com pacientes controles saudáveis pareados em gênero e idade. Por 

meio da metodologia empregada, os autores encontraram maior incidência de 

xerostomia em pacientes portadores de LPO quando comparada com as dos 

indivíduos saudáveis (p <0,001). Concluiu-se que há associação entre o LPO e 

xerostomia em alguns indivíduos (Colquhoun & Ferguson, 2004). 

Outro estudo foi conduzido por Aliko et al.  (2010) para estimar a freqüência 

e o caráter de lesões da mucosa bucal em pacientes com artrite reumatóide, lúpus 

eritematoso sistêmico e esclerose sistêmica e a relação entre o acometimento da 

mucosa oral e hipossalivação. As lesões da mucosa oral (MO) foram observadas 

em 58,9% dos pacientes. Aspectos clínicos das lesões variaram e os locais mais 
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afetados da cavidade oral foram: palato, mucosa bucal e labial e língua. Foram 

constatados variados tipos de lesão na MO, não foram encontradas associações 

significantes entre a presença de lesões orais e hipossalivação nestes pacientes, 

exceto a relação entre a hipossalivação e a candidíase oral, que foi observada nos 

pacientes analisados. Por meio da metodologia empregada foi observado que 

pacientes com AR, LES e ES têm um alto índice de lesões na MO, mas a 

associação com a presença de hipossalivação não foi observada. 

 

2.2 – Características gerais do LP, LPO e RLO-AD 

O líquen plano (LP) é uma DAI crônica, mucocutânea que afeta a MO, pele, 

mucosas genitais, unhas e o couro cabeludo (Sugerman et al., 2002). Esta doença 

foi descrita pela primeira vez em 1869 pelo médico Erasmus Wilson, que deu o 

nome “líquen” por achar as lesões de pele bastante semelhante ao líquen (plantas 

primitivas compostas por algas e fungos), e o nome “plano” do latim “planus”. 

Naquela época, os autores descreviam os “sinais distintivos de LP”: a presença de 

pápulas poligonais delimitadas, ovais ou redondas, com superfície lisa, brilhante, 

base rosada, que às apresentam superfície discretamente escamosa e 

frequentemente apresentavam padrão umbilicado central. Durante muitos anos 

aquelas pápulas que se apresentavam agrupadas sob a forma de um “mosaico” 

foram reconhecidas como lesões de LP (Wilson, 1871). 

Em 1895 o médico dermatologista francês Louis-Frédéric Wickham, em seu 

artigo intitulado "Sur un signe pathognomonique du lichen plan de Wilson (lichen 

plan)”, acrescentou à descrição dos relatos anteriores os sinais descritos por ele 



9 

 

como estriações acinzentadas ou "stries et punctuations grisatres” (pontos e 

estrias acinzentadas). Então, a partir daí, essa característica foi reconhecida como 

as “estrias de Wickham”, que embora comum, não havia sido percebido pelos 

autores anteriores, foi descrito como um sinal freqüente e acrescentado às 

características clínicas do LP (Wickham, 1895; Steffen & Dupree, 2004).  

Relatos sobre a presença e prevalência de LP com manifestações orais, 

reconhecidas como LPO, foram realizados no ano de 1956, quando Samman 

relatou a presença de lesões orais estriadas e esbranquiçadas em 77% dos 121 

casos de LP analisados (Samman, 1956). Em outra série de 227 casos de LP 

provenientes dos Hospitais Unidos Bristol entre 1949-1956, foi observada a 

presença das lesões na boca em 51% destes indivíduos (Warin et al., 1958).  

A presença de LL restritas à cavidade oral foi relatada em 1958, quando 

Warin et al. realizaram um trabalho com a proposta de apresentar o LP como 

doença que poderia ser exclusiva da MO, com pouca ou nenhuma erupção 

cutânea. Os autores relataram a incidência de 45 casos de pacientes com lesões 

estriadas brancas em região de mucosa jugal bilateral, dorso de língua e gengiva 

inserida (Warin et al., 1958). 

O LPO possui incidência importante em indivíduos de meia-idade, com uma 

maior predileção por pacientes do gênero feminino numa proporção 2:1 (Xue et 

al., 2005; Ingafou et al., 2006). Estima-se que a prevalência do LPO apresente-se 

em 1,6% em indivíduos do gênero masculino e 2,2% em mulheres (Axéll & 

Rundquist, 1987). Outros estudos citam prevalências que variam entre 2% (Kovac-

Kovacic & Skaleric, 2000; Espinoza et al., 2003) e 4% (Scully et al., 1998, Souza & 
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Rosa, 2008). No entanto, já foi descrita a prevalência de 11, 62% (Bornstein et al., 

2006) a depender da população estudada. Em revisão crítica sobre a real 

prevalência do LPO, foram selecionados 45 artigos relevantes, desses, 21 estudos 

de casos e 24 estudos populacionais. Após o cruzamento dos dados obtidos na 

literatura consultada foi constatada uma prevalência Mundial média (corrigida pela 

média de idade) do LPO de 1,27%, com maior incidência no gênero feminino 

(McCartan & Healy, 2008).  

Clinicamente o LPO caracteriza-se pela presença de lesões leucoplásicas 

estriadas, conhecidas como as estrias de Wickham, pápulas e/ou placas 

leucoplásicas, ulcerações, bolhas e até eritemas (Ismail et al., 2007). Desta forma, 

são reconhecidas seis variantes do LPO, de acordo com a sua apresentação 

clínica, denominadas de LPO reticular, LPO papular, LPO em placa, LPO erosivo, 

LPO atrófico e LPO bolhoso (Andreasen, 1968; Sugerman et al., 2002; Al-Hashimi 

et al., 2007). Os locais mais afetados da cavidade oral são a mucosa jugal 

bilateral, dorso da língua e gengiva inserida. Usualmente, as lesões distribuem-se 

de forma simétrica, bilateralmente ao longo das superfícies afetadas (van der Meij 

& van der Waal, 2003; Ismail et al., 2007; Al-Hashimi et al., 2007). O paciente 

portador de LPO pode não apresentar queixas, contudo quando presentes, os 

sintomas mais comuns são dor, ardência e outros incômodos semelhantes 

(Colquhoun & Ferguson, 2004; Ismail et al., 2007). 

O diagnóstico de LPO inicialmente é baseado em sua aparência clínica e 

posteriormente confirmado por uma biópsia e análise histopatológica (Eisen et al., 

2005; Van der Meij et al., 2007), mas pode ser mais seguro quando as lesões 
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cutâneas características estão presentes (Edwards & Kelsch, 2002). O diagnóstico 

diferencial clínico do LPO reticular deve ser feito com as lesões brancas da 

cavidade oral, que podem apresentar estrias esbranquiçadas semelhantes 

àquelas encontradas nas ceratoses reacionais e em algumas lesões 

potencialmente malignizáveis (LPM), como as leucoplasias, eritroleucoplasias, 

leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) (Gouvêa et al., 2010), entre outras LLO, 

como aquelas encontradas nos efeitos adversos de alguns tipos de medicamentos 

(Quadro 2) (Scully & Bagán, 2004) ou materiais dentários (Aggarwal et al., 2010), 

DECHc (Soares et al., 2005), as LLO associadas ao LES e SJ (Márton, 2003). 

Quadro 2. Medicamentos relacionados a reações liquenóides*. 

Ácido para-aminossalicílico Dapsona Oxiprenolol 
Alopurinol Espironolactona Paládio 
Amifenazol Estreptomicina Penicilamina 
Anfotericina B Fenclofenaco Pirimetamina 
Arsênicos Fenilbutazona Piritinol 
Bismuto Fenotiazinas Practolol 
Captopril Furosemida Propanolol 
Carbamazepina Hidroxicloroquina Quinacrina 
Cetoconazol Levamisol Quinidina 
Cianamida Lítio Sais de ouro 
Cimetidina Lorazepam Sulfoniluréia 
Cloroquina Mercúrio Tetraciclina 
Clorotiazida Metildopa Tolbutamida 
Clorpropamida Metopromazina Tripolidina 

* Adaptada Scully et al., 1998; Scully & Bagán, 2004; Torgerson et al., 2007. 

 

Após a confirmação clínico-histológica do LPO reticular, o seu tratamento é 

necessário apenas quando o paciente refere sintomatologia (Silverman et al., 

1985; Stoopler et al., 2003; Sahebjamee & Arbabi-Kalati, 2005). O uso de 
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corticosteróides tópicos nos casos mais brandos tem sido relatado (Carbone et al., 

2009). Por outro lado, a corticoterapia sistêmica pode ser utilizada nos casos mais 

graves, principalmente naqueles em que há a presença de ulcerações 

concomitantemente com as estrias esbranquiçadas. Quando do emprego da 

corticoterapia sistêmicaprolongada, o paciente deve ser encaminhado a um 

médico endocrinologista para fins de acompanhamento do funcionamento das 

suas glândulas adrenais e demais sistemas, que podem ser afetados pelo uso 

contínuo de corticóides (Chainani-Wu et al., 2001; Carbone et al., 2009; Lozada-

Nur & Miranda, 2006).  

Outras drogas, como o tacrolimus (Olivier et al., 2002; Stoopler et al., 2003), 

talidomida (Macario-Barrel et al., 2003), metronidazol (Büyük & Kavala, 2000), 

griseofulvina (Matthews & Scully, 1992) e hidroxi-cloroquina (Eisen, 1993) têm sido 

descritas para o tratamento do LPO. A atividade imunomoduladora ou 

antimicrobiana dessas drogas parece representar um possível mecanismo de 

ação, mas não há muito ensaios clínicos que confirmem esses dados 

(Sahebjamee & Arbabi-Kalati, 2005). 

O prognóstico do LPO reticular, em geral, é favorável e após curto período 

de tratamento o paciente não refere sintomatologia. No entanto, o potencial de 

transformação maligna do LPO é um tema extremamente controverso e discute-se 

a importância do correto diagnóstico das lesões brancas que ocorrem na cavidade 

oral (Axelrod et al., 2006). Na literatura disponível, foram relatados alguns casos 

de transformação maligna do LPO em carcinoma espinocelular oral (CEC), 

contudo sabe-se que a etiologia do CEC oral é multifatorial, e dentre os fatores 
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relacionados à carcinogênese oral, estão os extrínsecos, como o uso crônico de 

tabaco e bebidas alcoólicas, e os fatores intrínsecos, como a ativação de 

oncogenes, dentre outros (WHO, 1978; De Jong et al., 1984; Ismail et al., 2007; 

Souza & Rosa, 2008; Cortés-Ramírez, 2010). Por esse motivo, deve ser realizado 

o acompanhamento de todas as lesões leucoplásicas, visto que algumas LPM 

podem ser confundidas, clinicamente, com o LPO (Müller, 2011). 

Similarmente, foi relatado o potencial de transformação maligna LPO, 

quando na presença de algum grau de displasia no exame histopatológico, porém 

estes dados ainda são controversos no que concerne ao diagnóstico final da 

lesão, visto que algumas LPM podem apresentar aspectos clínicos e 

histopatológicos liquenóides e, portanto, descritas como uma entidade conhecida 

como “lesão displásica com aspecto de LLO” (Lind et al., 1986; Müller, 2011). 

Quando da presença de atipias epiteliais, o grau de displasia deve ser referido e o 

termo “displasia liquenóide” tem sido sugerido (Krutchkoff & Eisenberg, 1985; 

Aguirre-Urizar, 2008; Virdi et al., 2010). No entanto, este termo como diagnóstico 

histopatológico, é considerado um fator de confusão destas lesões e, portanto, 

deve ser evitado (van der Waal, 2009). 

Durante a evolução do LPO pode haver períodos de exacerbação e de 

quiescência. Nos períodos mais críticos de sintomatologia, os pacientes 

apresentam áreas eritematosas e, em alguns casos, úlceras, sintomatologia 

dolorosa e ardência. Nos períodos de quiescência, são observadas apenas as 

estrias esbranquiçadas e os pacientes não referem incômodos. Os períodos de 

exacerbação do LPO têm sido associados a diversos fatores, como por exemplo, 
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os fatores psicogênicos, estresse, ansiedade e até mesmo o trauma mecânico, 

proveniente de morsicatio buccarum, lesão essa proveniente do hábito da 

mastigação crônica da mucosa jugal, que origina o fenômeno de Koebner. Outros 

fatores como trauma relacionado a procedimentos odontológicos, restaurações 

que retém placa microbiana ou hábitos parafuncionais também são associados 

aos períodos de exacerbação da sintomatologia do LPO (Holmstrup et al., 1990; 

Eisen, 2002).  

As reações liquenóides orais (RLO) foram descritas pela primeira vez, em 

1973, como “lesão estriada, leucoplásica que acomete a mucosa oral, associada a 

algum fator causal e com padrão histológico inespecífico para qualquer outra 

doença” (Pinkus, 1973). Estas por sua vez, compõem amplo grupo de alterações 

da mucosa oral decorrentes de fatores relacionados ao seu aparecimento, tais 

como, reações adversas a medicamentos, DAI, reação de hipersensibilidade aos 

materiais dentários, dentre outras (Steffen & Dupree, 2004; Aguirre-Urizar, 2008; 

Cobos-Fuentes et al., 2009; Müller, 2011).  

A terminologia das RLO por amálgama dental (RLO-AD) foi proposta 

originalmente por Finne et al. (1982) que as definiram como “lesões com fator 

específico, associado ao desprendimento de componentes da liga metálica que 

compõe o amálgama”, e foram reafirmadas em 1986, após os achados de Lind et 

al. (1986) que empregaram o termo “Reação Liquenóide” (RL) para se referir às 

lesões clínicas relacionadas topograficamente com restaurações dentárias de 

amálgama dental (Lind et al.,1986; Van der Meij et al., 2007; do Prado et al., 

2009). 
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Diante disso, pode-se dizer que as RLO podem ser classificadas em quatro 

tipos principais: 1) lesões associadas topograficamente à restauração de 

amálgama dental (DeRossi & Greenberg, 1998; Ostman et al., 1996; Dunschen et 

al., 2003; Issa et al., 2005; Thornhill et al., 2006), 2) relacionadas a determinados 

fármacos, 3) lesões liquenóides na DECHc, e 4) as lesões liquenóides não 

classificadas, que têm uma um aspecto semelhante ao LPO, mas que não 

apresentam um ou mais aspectos clínicos característicos, como por exemplo, 

lesão eritematosa limitada na gengiva sem sinais de LPO "clássico", mudanças de 

localização das LL não associadas a fatores causais, ou lesões que possuem 

aspecto de LPO, mas sem uma ou mais características clínicas, como por 

exemplo, a apresentação bilateral e simétrica (van der Waal, 2009). 

Estudos sobre a prevalência das LLO (Franklin & Jones, 2006) mostram 

que as RLO podem acometer cerca de 1% da população que possui fatores 

predisponentes a esta condição, como os fatores citados nos quadros 1 e 2, 

dentre outros, como as reações de hipersensibilidade às ligas metálicas de 

materiais dentários utilizados na confecção de próteses ou restaurações em 

amálgama de prata (Ismail et al., 2007; Agarwal et al., 2010). A RLO-AD é, no 

entanto, uma LLO um pouco menos freqüente, visto que existe uma alta 

quantidade de pessoas com restaurações em amálgama de prata e poucos casos 

descritos sobre essa associação (Agarwal et al., 2010).  

Acredita-se que os componentes da cavidade oral possuem mecanismos de 

defesa que protegem os seus tecidos, tais como, a presença de eletrólitos na 

saliva, a capacidade tampão da saliva, que dilui constantemente os componentes 



16 

 

alergênicos, e também a rica vascularização que tende a eliminar estes 

componentes (Dusnche et al., 2003). Outros fatores também associados a esses 

mecanismos de defesa incluem a integridade e a queratinização da mucosa oral, 

as quais dificultam a adesão celular de antígenos a haptenos específicos (DeRossi 

& Greenberg, 1998), e evitam a formação de um conjunto hapteno-carreador, 

denominado “conjugado”. Esses fatores fazem com que os antígenos não fiquem 

disponíveis para unirem-se aos seus anticorpos e esse fato culmina no 

impedimento da geração do evento alérgico. Sabe-se que o termo hapteno é 

designado a toda espécie molecular não imunogênica ligada a um receptor, que 

se combina com uma macromolécula imunogênica carreadora (carrier) e é capaz 

de deflagrar a resposta imune específica no hospedeiro. Esses haptenos possuem 

essas funções, pois penetram na epiderme, se conjugam na maioria das vezes 

com proteínas do corpo, assim são carreadas e finalmente são responsáveis pela 

geração da resposta alérgica (Schena et al., 2008). 

Clinicamente as RLO-AD possuem características muito semelhantes 

àquelas encontradas no LPO, porém durante o exame físico intra-oral, é possível 

ver a estreita relação entre uma restauração de amálgama e lesão estriada, 

justaposta ao material restaurador de prata (Aggarwal et al., 2010). Em geral, 

essas lesões são localizadas e não apresentam o aspecto simétrico bilateral 

encontrado no LPO (Müller, 2011). Os pacientes que têm alterações previamente 

diagnosticadas como reações liquenóides apresentam lesões que não migram e, 

usualmente, envolvem apenas a mucosa em contato direto com o amálgama 

dentário. Essas lesões tendem a regredir rapidamente após a remoção da 
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restauração adjacente e devem ser diagnosticadas como RLO-AD, e não como 

LPO idiopático (Ostman et al., 1996).  

Assim como no LPO, as biópsias das RLO-AD são necessárias para 

descartar o diagnóstico de LPM, as quais possuem, em seus estágios mais 

iniciais, características clínicas similares a uma RLO, pois não apresentam padrão 

de simetria e possuem e aspecto estriado e leucoplásico, além de por vezes, 

possuírem características histopatológicas semelhantes (Müller, 2011). Para a 

confirmação de diagnóstico também podem ser realizados testes cutâneos de 

hipersensibilidade, como os “patch tests” (Issa et al., 2005).  

O tratamento deve ser conduzido com a remoção do agente causador se o 

paciente referir sintomatologia. Após a remoção da restauração em amálgama em 

geral as lesões desaparecem após um mês do procedimento (Issa et al., 2005). A 

aplicação de corticosteróides tópicos pode ser necessária, em casos extremos de 

sintomatologia dolorosa ou quando há a presença de ulcerações (Al-Hashimi et 

al., 2007). O prognóstico das RLO-AD em geral é excelente quando da remoção 

do agente causador da reação de hipersensibilidade, no entanto, em alguns casos 

as lesões podem permanecer por mais algum tempo após a remoção do material 

restaurador (DeRossi & Greenberg, 1998; Dunschen et al., 2003; Thornhill et al., 

2006). 

 

2.3 - Patogênese das LLO: LPO e RLO-AD 

Apesar de dependerem de mecanismos patogênicos distintos, essas LLO 

apresentam-se clinicamente semelhantes, como estrias brancas e liquenóides que 
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se estendem ao longo da MO. Tais mecanismos parecem estar relacionados à 

alterações da resposta imune (Al-Hashimi et al., 2007; Barret & Blanc, 2008; 

Arora, 2008). Portanto, observa-se que há necessidade da compreensão mais 

adequada da etiopatogenia e comportamento clínico-patológico das LLO, de modo 

a possibilitar diagnóstico correto e tratamentos mais adequados dessas duas 

lesões (DeRossi & Ciarrocca, 2005). 

A patogênese do LPO está relacionada a mecanismos antígeno-específicos 

e não-específicos; como exemplos desses mecanismos específicos, pode ser 

citada a apresentação de antígenos pela camada basal do epitélio seguida de 

dano citotóxico promovido por linfócitos T-CD8, visto que são células responsáveis 

pela liberação de citocinas e outros mediadores, como por exemplo, o Fator de 

Necrose Tumoral-α (TNF-α) e isso ocasiona a regulação imunológica das lesões 

estabelecidas (Sugerman et al., 2002). Por outro lado, os mecanismos antígenos 

não-específicos, como por exemplo, a degranulação de mastócitos (Zhao et al., 

1997) e acúmulo de linfócitos T (LT) adjacentes à lâmina própria, são 

responsáveis pela degeneração da camada basal durante o desenvolvimento da 

lesão (Jontell et al., 1986; Sugerman et al., 2002). 

A perda da integridade imune do epitélio normal parece ser um importante 

evento também ligado à manifestação clínica das LLO. A participação de citocinas 

produzidas pelos LT-CD4 tem um papel fundamental nesse processo, como a 

liberação de interferon-γ (IFN- γ) e a produção da CI TNF-α pelos LT-CD8, que por 

sua vez podem induzir a apoptose de queratinócitos basais (Lodi et al. 2005) e 
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estão associados ao recrutamento de mastócitos (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 

1998). 

A patogênese da RLO-AD, é explicada por uma alergia de contato 

resultante de uma reação de hipersensibilidade tipo IV tipo de dermatite de contato 

(Van der Meij & Van der Waal, 2003). Este tipo específico de reação é iniciado 

após o contato e ligação dos haptenos na mucosa oral. Estas moléculas são 

antígenos incompletos que se ligam a proteínas inatas para produzirem o antígeno 

completo, e que quando penetram na lâmina própria, são capturadas pelas células 

de Langherans (CL) e são apresentadas aos linfócitos. Essa reação é responsável 

pela ativação e proliferação de LT efetores e de memória (DeRossi & Greenberg, 

1998). 

 

2.4 - Critérios clínicos e histopatológicos do LPO e RLO-AD 

Muitos estudos tentaram estabelecer parâmetros clínico-patológicos de 

diagnóstico do LPO e RLO-AD pelo fato dessas condições patológicas terem 

mecanismos patogênicos distintos, mas resposta imunológica e apresentações 

clínicas e histopatológicas similares. Alguns estudos têm objetivado estabelecer 

uma caracterização histopatológica e imuno-histoquímica do infiltrado inflamatório 

e dos eventos celulares, a fim de relacioná-los com as manifestações clínicas dos 

diferentes tipos de LPO e DAI com manifestações liquenóides (McCartan & 

Lamey, 1997; Villar, 2000; Mega et al., 2001; Soares et al., 2005; Bascones-

Ilundain et al., 2006; Thornhill et al., 2006; Köse et al., 2007; Al-Hashimi et al., 

2007; Jahanshahi & Aminzadeh, 2010; Fernandez-González et al., 2011). 
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O termo “reação liquenóide tecidual” ou “estomatite de interface” foi descrito 

em 1973, quando Pinkus relacionou as características histológicas para essas 

alterações. Foram estabelecidas as características histopatológicas classificadas 

como “essenciais” tais como danos aos queratinócitos da camada basal por 

apoptose, infiltrado inflamatório no tecido conjuntivo que poderia se estender até o 

epitélio (exocitose) e a presença de queratose (hiperparaqueratose). Este padrão 

histológico poderia ser encontrado em muitos espécimes de lesões biopsiadas da 

cavidade oral, como o LPO, eritema multiforme (EM), lúpus eritematoso discóide 

(LED) e DECHc (Pinkus, 1973).  

O LPO foi caracterizado clínica e histopatologicamente em 1978, quando 

foram estabelecidos critérios clínico-patológicos pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS). Dentre os critérios clínicos mais importantes estavam: a presença 

de lesões brancas estriadas e distribuídas de forma bilateral, e dentre os critérios 

histopatológicos mais importantes, poderiam ser citados a presença de um 

infiltrado inflamatório rico em linfócitos e a ausência de displasia epitelial (Kramer 

et al., 1978). Diante das dificuldades de caracterização clínico-patológica das LLO 

e da falta de um consenso para o seu diagnóstico, até meados de 1997, ainda não 

haviam sido testados os critérios da OMS na distinção entre o LPO e as RLO 

(McCartan & McCreary, 1997). 

Diante dessa dificuldade diagnóstica das LLO, o LPO foi então reconhecido 

como uma lesão benigna e foram estabelecidos critérios histopatológicos para 

diagnosticar o LPO. As características histológicas foram divididas em duas 

classes denominadas: “achados essenciais”, representados pela liquefação da 
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camada basal, infiltrado linfocitário intenso disposto em faixa subjacente ao 

epitélio, com apagamento da camada basal, padrão normal de maturação das 

células epiteliais; e “achados não essenciais”, observados como cristas 

interpapilares em forma de “dentes de serra”; alterações epiteliais como 

hiperparaqueratose ou hiperortoqueratose, acantose, atrofia, aumento da camada 

de células granulosas; presença dos corpos de “Civatte”, que são queratinócitos 

em apoptose; e a separação entre o epitélio e a lâmina própria (Vincent et al., 

1990; Brown et al., 1993; Eisenberg, 2000). Essa última alteração, também 

conhecida como fendas artefatuais ou espaços de Max-Joseph, é atribuída à 

vacuolização da camada basal ou artefatos devido ao processamento histotécnico 

(Scully, 1999). 

Com o advento dos avanços tecnológicos, foi possível observar novas 

modalidades diagnósticas na tentativa de caracterizar o LPO, visto que, ao longo 

da evolução dos relatos da literatura, o LPO poderia ser uma lesão potencialmente 

malignizável (LPM) (van der Meij et al., 2003). Dessa forma, foi então utilizado 

pela primeira vez o termo “displasias liquenóides”, que designariam aquelas 

lesões com padrão clinicamente compatível com LPO, por se caracterizarem 

clinicamente como estrias esbranquiçadas assimétricas, ou padrão 

histologicamente compatível com LPO por apresentarem eventos celulares 

semelhantes àqueles encontrados no LPO, mas que, no entanto poderiam exibir 

algum grau de displasia epitelial (Eisenberg & Krutchkoff, 1985). Então essas LLO 

foram caracterizadas histopatologicamente após os relatos de caso de possíveis 
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potenciais de malignização de uma lesão de LPO (Krutchkoff et al., 1978; van der 

Meij et al., 1999; Souza & Rosa, 2008).  

No entanto, observou-se que, em geral, as lesões de LPO apresentavam 

achados histopatológicos clássicos, mas algumas lesões não manifestavam as 

características clínicas típicas (Boisnic et al., 1990). Diante disso, novos estudos 

sugeriram que esses parâmetros poderiam ser mal-compreendidos, pois algumas 

vezes tomava-se o termo diagnóstico “compatível com LPO” como diagnóstico 

final, quando na verdade se tratava de uma lesão com padrão clínico ou 

histopatológico de um LPO, mas não era propriamente LPO (van der Meij; van der 

Waal, 2003; Lodi et al., 2005). 

Para tanto, em 2003, Van der Meiji et al. estabeleceram critérios clínicos e 

histopatológicos (Quadro 3) para o diagnóstico das LLO e esses critérios foram 

adotados pela OMS. Clinicamente, o LPO e as RLO devem ser diagnosticados 

quando apresentarem os critérios clínicos e histopatológicos estabelecidos pela 

OMS e modificados por Vander Meij et al. (2003). 
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Quadro 3. Critérios de diagnóstico da OMS para o líquen plano oral (LPO ou OLP) 
e lesão liquenóide oral (LLO ou OLL) modificados por Van der Meiji et al. (2003). 

 

Critérios clínicos* 

Presença de lesões bilaterais, a maioria simétrica. 

Presença de redes entrelaçadas de linhas cinza-esbranquiçadas ligeiramente elevadas 
(padrão reticular). 

Lesões erosivas, atróficas, bolhosas e papulares (aceitas como subtipos somente na 
presença de lesões reticulares em outras regiões da mucosa oral). 

Critérios histopatológicos ┼ 

Presença de uma faixa bem definida de zona de infiltração celular limitada à porção 
superficial do tecido de contato, composta predominantemente por linfócitos. 

Sinais de “degeneração liquefativa” nas células da camada basal. 

Ausência de displasia epitelial.  

Diagnóstico final para LPO e LLO.  

Para chegar a um diagnóstico final, os critérios clínicos e histopatológicos deverão ser 
associados.  

O diagnóstico do LPO requer uma observação dos critérios clínicos e histopatológicos.  

O termo LLO será usado mediante as seguintes condições: 

1. Clinicamente típico de LPO, mas histopatologicamente somente compatível com LPO. 

2. Histopatologicamente típico de LPO, mas clinicamente somente compatível com LPO. 

3. Clínica e histopatologicamente compatível com LPO. 

* Em todas as lesões que se assemelhem ao LPO, mas que não completem os critérios 
acima mencionados, o termo “clinicamente compatível com” deverá ser utilizado. 
┼ Quando as características histopatológicas são pouco óbvias, o termo 
“histopatologicamente compatível com” deverá ser utilizado. 
 

Na tentativa de se estabelecer diferenças entre o LPO e a RLO-AD, 

Thornhill et al., (2006) realizaram um estudo clínico-histológico com as avaliações 

de patologistas bucais do Reino Unido, selecionados pelo seu grau de experiência 

em diagnóstico histopatológico. Os autores enviaram uma caixa com 24 lâminas 

de casos de LLO, dos quais eram 12 casos de LPO e 12 casos de RLO-AD, 
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misturadas aleatoriamente e um questionário com uma lista das características 

histológicas utilizadas para distinguir as lesões liquenóides do LED, LPO, lesões 

por galvanismo e leucoplasias, propostas por Schiødt (1984). Após a análise das 

respostas fornecidas pelos patologistas bucais selecionados, os pesquisadores 

concluíram que é impossível fazer a distinção das duas lesões por meio de 

critérios histopatológicos apenas. Mas elas poderiam ser caracterizadas com o 

envio do sumário da história clínica com indicativos com lesões bilaterais na 

mucosa jugal, para LPO, e a presença de lesão justaposta a um material 

restaurador, para a RLO-AD. 

Além dos achados clínicos, os mesmos autores avaliaram critérios 

histopatológicos, e concluíram que existem características histológicas fortemente 

associadas às LLO analisadas. Os resultados de Thornhill et al., (2006) foram 

consistentes no que diz respeito à presença de algumas características 

histológicas determinantes e discriminantes nas lesões de LPO e RLO-AD. De 

acordo com os resultados dos pesquisadores, as características determinantes 

para diagnóstico das duas LLO foram: hiper orto ou paraqueratose, degeneração 

liquefativa da camada basal, e a presença de linfócitos e histiócitos no infiltrado 

inflamatório subepitelial. Em suma, as características discriminantes para a RLO-

AD foram: 1) a presença de infiltrado inflamatório localizado superficialmento ou 

profundo em algumas ou todas as áreas, 2) infiltrado inflamatório perivascular 

profundo, 3) plasmócitos no infiltrado inflamatório presente no tecido conjuntivo, 4) 

neutrófilos no infiltrado inflamatório presente no tecido conjuntivo, enquanto que, 

no LPO essas características estavam ausentes. 
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As caracterizações histoquímicas e imuno-histoquímicas dos eventos 

celulares e do infiltrado inflamatório também têm sido amplamente utilizadas na 

distinção entre o LPO e a RLO-AD, visto que, como já mencionado anteriormente, 

apresentam manifestações clínicas e histológicas muito semelhantes (McCartan & 

Lamey, 1997; Mega et al., 2001; Soares et al., 2005; Bascones-Ilundain et al., 

2006; Köse et al., 2007). 

A presença de plasmócitos foi relatada nas lesões do líquen plano e a 

explicação para a presença dessas células em alguns casos específicos 

permanece desconhecida, embora tais lesões possam representar uma nova 

variante histológica (Lupton & Goette, 1981; Roustan et al., 2004). Os plasmócitos 

foram avaliados e suas quantidades comparadas nas lesões dermatológicas do 

líquen plano cutâneo (LPC) e das lesões orais do LPO, no entanto foi constatada 

uma maior quantidade dessas células dos espécimes de biópsias provenientes 

das lesões orais, e portanto, os plasmócitos podem acompanhar linfócitos no LPO, 

mas estão ausentes no LPC (Navas-Alfaro et al., 2002). 

O aumento de neutrófilos e plasmócitos no infiltrado inflamatório também foi 

observado nas análises histopatológicas das lesões  do LPO clinicamente 

ulceradas ou com a co-infecção por Candida albicans visto que estas alterações 

estão associadas ao recrutamento dos plasmócitos e neutrófilos encontrados no 

exame histopatológico de lesões de LPO (Thorrhill et al., 2006). 

Similarmente, foi descrita a presença de mastócitos no LPO, dispostos 

principalmente no tecido conjuntivo profundo, ao redor de vasos, elementos 

neurais e membrana basal (Jontell et al., 1986; Zhao et al., 1998). Um estudo 
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morfométrico foi realizado com os objetivos de comparar e quantificar essas 

células no infiltrado inflamatório subepitelial de lesões de LPO e DECHc. Os 

mastócitos foram quantificados em cinco imagens computadorizadas com área de 

0,0049 mm2, obtida a partir de cinco campos selecionados em cada imagem. Por 

meio da metodologia empregada, foi possível observar que os mastócitos 

apresentavam maior quantidade de grânulos, e coloração mais intensa, nas RLO 

da DECHc do que os mastócitos observados nos casos de LPO, os quais 

mostravam menor quantidade de grânulos e coloração mais pálida. Contudo, no 

infiltrado inflamatório, o número de mastócitos no LPO foi significantemente maior 

que aquele observado nas RLO da DECHc (Villar, 2001). 

Jahanshahi & Aminzadeh (2010) realizaram um estudo com o objetivo de 

diferenciar o LPO das RLO, por meio da identificação de mastócitos corados com 

coloração histoquímica de azul de toluidina e imuno-histoquímica para estas 

células. A presença de mastócitos foi avaliada quantitativamente e 

qualitativamente (estado de degranulação) nas duas lesões e, posteriormente, os 

resultados foram comparados. Por meio da metodologia empregada pelos 

pesquisadores não foram observadas diferenças nas contagens de mastócitos, no 

entanto os resultados da análise qualitativa das duas LLO mostraram que a 

degranulação de mastócitos foi estatisticamente maior nas RLO do que no LPO, o 

que confirma a íntima relação dos grânulos dos mastócitos na patogênese das 

RLO (Jose et al., 2001; Juenja et al., 2006).  
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2.5 - Citocinas inflamatórias, polimorfismos gênicos e suas relações com 

LPO e RLO-AD 

As citocinas inflamatórias (CI) são proteínas reguladoras que podem atuar 

como hormônios e também de forma autócrina e parácrina (Liles & Van Voorhis, 

1995) e são produzidas principalmente pelos macrófagos, leucócitos, células 

endoteliais e fibroblastos (Abbas & Pober, 2000). Dessa forma, a exposição 

simultânea a diferentes citocinas pode resultar em respostas diferentes nas 

células-alvo (Tarlow et al., 1993; El-Omar et al., 2000) e controlar ou modular as 

células alvo por meio da ligação com receptores específicos (Vilcek, 2003; Smith & 

Humphries, 2009).  

Essa ligação aos receptores específicos inicia um sinal de transdução que 

ativa uma cadeia de mensageiros secundários. Além disso, agem também como 

mediadores químicos pleiotrópicos, ou seja, podem exercer diferentes funções em 

diferentes tecidos ou situações, como a ativação celular, proliferação, fagocitose, 

quimiotaxia e diferenciação celular (Carvalho, 2005). 

As CI podem ser classificadas, didaticamente, de acordo com as suas 

ações ou propriedades em: pró-inflamatórias e antiinflamatórias; ou pelo seu papel 

como fatores de crescimento ou pelos seus efeitos no sistema hematopoiético. 

Esse grupo de substâncias inclui as interleucinas (IL), os interferons (IFN) e a 

família do fator de necrose tumoral (TNF) (Carvalho, 2005). No entanto, algumas 

citocinas podem ser pró- ou antiinflamatórias de acordo com o ambiente em que 

estão. As chamadas pró-inflamatórias (IL1, IL2, IL6, IL8, IL12, TNF- e IFN-) 
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ativam o processo inflamatório, auxiliam na eliminação dos patógenos com 

consequente resolução da inflamação. Por outro lado, as citocinas 

antiinflamatórias (IL4, IL10, IL13, TGF-) reduzem a resposta inflamatória por meio 

da diminuição das citocinas pró-inflamatórias e da supressão da ativação de 

monócitos (Remick, 2003).  

A produção das CI está sob controle genético e, pode ser aumentada ou 

diminuída de acordo alterações no genoma. Os genes das citocinas fazem parte 

de um grupo extremamente polimórfico e as suas mutações afetam vários órgãos 

e sistemas do organismo, como por exemplo, a sua atuação no desencadeamento 

da ativação ou supressão de diversos outros genes (Carvalho, 2005). 

Polimorfismo gênico é definido como a presença de múltiplos alelos para 

um determinado gene, devido a alterações na sequência de nucleotídeos. Eles 

diferem da mutação pela frequência em que aparecem na população, que deve 

ser maior que 1% (Nelson, 2001; Slavkin, 2001). Os polimorfismos podem ocorrer 

de três formas principais: polimorfismos de troca de nucleotídeo único (SNP), 

número variável de repetições em tandem (VNTR) ou microssatélites (Thompson 

& Thompson, 2002).  

Polimorfismos do tipo SNP são definidos como variações na seqüência de 

DNA com prevalência em 1% ou mais da população, que ocorrem no genoma 

quando um único nucleotídeo – A (adenina), T (timina), C (citosina), G (guanina) - 

ou outra sequência compartilhada, difere entre os membros de uma espécie ou 

entre pares de cromossomos em um mesmo indivíduo (Rhodus et al., 2005; 
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Rhodus et al., 2006). SNP apresentam dois alelos possíveis, reconhecidos por 

sítios de restrição. A alteração de um par de bases na sequência do DNA pode 

criar um sítio de restrição, ou seja, na dependência do nucleotídeo presente, a 

sequência será ou não reconhecida e clivada por uma enzima de restrição 

específica. Esse tipo de polimorfismo apresenta-se uniformemente distribuído por 

todo o genoma e é mais freqüente que o VNTR e o microssatélite (Thompson & 

Thompson, 2002). 

Os SNP podem afetar a transcrição gênica, a estabilidade do ácido 

ribonucléico (RNA) e até mesmo a codificação de proteínas (Takashiba & Naruishi, 

2000; Thompson & Thompson, 2002; Nielsen, 2004). A grande maioria dos 

polimorfismos encontrados em genes das citocinas e seus receptores estão 

localizados em regiões promotoras dos genes, região intrônica ou na região 3’, 

regiões estas não traduzidas, mas que, mesmo assim, podem influenciar  a 

expressão de um gene (Jin et al., 2004; Chen et al., 2005). O DNA bruto dos seres 

humanos para análises de SNP pode ser adquirido por diversas técnicas, dentre 

essas, por meio de células contidas nas amostras de sangue periférico ou, por 

meio da coleta das células provenientes da camada superficial da mucosa oral, na 

qual o voluntário é orientado a realizar um bochecho com cinco mililitros (mL) 

solução de sacarose a 3% por 60 segundos, com movimentos que objetivam 

raspar os dentes contra as mucosas bucais e a língua (Aidar & Line, 2007). Esse 

protocolo foi testado em estudos que afirmam que a qualidade do DNA bruto é 

semelhante aquele obtido nas extrações de DNA proveniente de sangue periférico 

(Bufalino, 2010; Aquino, 2011). 
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Os polimorfismos em regiões promotoras podem alterar ou anular as 

atividades de elementos reguladores da transcrição, entre outras moléculas, e 

comprometerem o seu sinal da transdução (Jin et al., 2004). Apesar de ser muito 

freqüente, a grande maioria dos polimorfismos observados nos genes das 

citocinas parece ter pouca ou nenhuma influência na produção de citocinas ou na 

expressão gênica (Keen, 2002). Contudo existem trabalhos que relacionam os 

polimorfismos em genes de citocinas com as DAI (Sakamoto et al., 2006; 

Dickinson et al., 2008). Dentre esses estudos, há aqueles que relacionam 

polimorfismos em genes de citocinas com DAI orais, como o líquen plano oral, 

aftas e outras como a doença periodontal, síndrome da ardência bucal e mucosite 

oral associada à quimioterapia e/ou radioterapia (Lang et al., 2000; Sonis et al., 

2002; Trevilatto et al., 2003; Rhodus et al., 2005; Guimarães et al., 2006; Rhodus 

et al., 2007; Xavier et al., 2007).  

Outro aspecto é o fato de que estas variações podem afetar a forma como 

os seres humanos desenvolvem doenças, como respondem a agentes 

patogênicos, produtos químicos, medicamentos, vacinas e outros agentes 

terapêuticos. Uma grande importância do estudo dos polimorfismos SNP na 

pesquisa biomédica é a possibilidade de comparar regiões do genoma entre 

gerações de indivíduos, bem como a correspondência com coortes de pacientes 

com e sem uma doença (Zhang et al., 2008).  

Os SNP localizados, principalmente, na região promotora de alguns genes 

relacionados às respostas inflamatórias, podem regular a expressão dessas 

citocinas. Esses SNP promovem a expressão de alelos que podem interagir com 
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diferentes fatores transcricionais, aumentar a produção dessas proteínas e elevar 

seus níveis séricos (Turner et al., 1997; Fishman et al., 1998; Eskdale et al., 1998; 

Tagore et al., 1999) e salivares (Rhodus et al., 2006; Zhang et al., 2008; Tao et al., 

2008) das CI por eles reguladasdas.  

Os polimorfismos se manifestam como fenótipos com alta, intermediária ou 

baixa produção de proteínas (Wilson et al., 1997; Pravica et al., 1999; Visentainer 

et al., 2008). Um grande número de polimorfismos gênicos tem sido identificado 

em genes das citocinas inflamatórias e vários estudos demonstram uma 

associação destes polimorfismos com um efeito protetor ou uma maior 

predisposição ao desenvolvimento de doenças (Dutra et al., 2009).   

A correlação da presença dos SNP com a dosagem de citocinas séricas, 

em pacientes portadores de DAI orais, tem sido método bastante utilizado para a 

avaliação da associação do genótipo com o fenótipo e, por conseguinte, a 

compreensão da patogênese e prognóstico desse grupo de doenças (Wilson et al., 

1992; Yamamoto & Ozaki, 1995). Estudos dos SNPs relacionados, 

especificamente, à síntese de citocinas das respostas Th1 e Th2, têm sido 

realizados com o objetivo de se entender a patogênese do LPO (Sugerman et al., 

2002; Pezelj-Ribaric et al., 2004).  

A IL1- é uma CI que tem efeitos em vários tipos celulares e interage com 

outras citocinas (Dinarello, 1996; Dinarello, 1997; Arend, 2002). Essa IL apresenta 

efeitos biológicos sobre a superexpressão de genes das citocinas e mediadores 

pró-inflamatórios. A produção de IL1- pode ser estimulada por fatores 
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microbiológicos (presença de vírus, bactérias ou fungos) e não microbiológicos, 

como outras citocinas (Dinarello, 1996). Quando em conjunto, a IL1- e TNF-α, 

possuem efeitos sinérgicos, como indução de moléculas de adesão, essenciais 

para as fases iniciais da resposta inflamatória (Santila et al., 1998; Dinarello, 

2000). 

Atualmente há dois polimorfismos bastante estudados na IL1-: o -511C/T 

localizado na região promotora do gene, e o +3953 C/T localizado no quinto exon 

(Bensen et al., 2003). Os macrófagos de indivíduos com o genótipo 3953 T/T 

tendem a produzir mais IL1-, quando comparados aos de indivíduos com o 

genótipo 3953 C/C (Pociot et al., 1992). Esses polimorfismos têm sido associados 

com diferentes DAI e com outras doenças com o componente inflamatório 

relevante (Kornman et al., 1997; Gore et al., 1998).  

O gene IL4 é localizado cromossomo 5q31. A substituição do nucleotídeo 

(C-T) na posição -590 da região promotora do gene também tem sido associada a 

várias DAI (Kahn et al., 2003), pois sabe-se que essa CI é responsável pela 

mudança de expressão da imunoglobulina M (IgM) para imunoglobulina E (IgE) 

nos linfócitos B (LB) que media os processos auto-imunes (Marsh et al., 1994; 

Carvalho, 2005). 

Além disso, sabe-se que a supressão da DAI está ligada à presença de 

células T do subtipo Th2, o qual está relacionado com secreção de IL4 e confere 

efeito protetor aos portadores de DAI (Friedman & Weiner 1994; Hancock et al., 

1994). Além disso, o gene IL4 regula as reações imunes mediadas pela 
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imunoglobulina E (IgE) e por células como mastócitos e eosinófilos. Essa IL 

também exerce importantes ações sobre diversos as funções de tipos celulares e 

podem atuar como fator de crescimento e diferenciação das células T e estimular 

a expressão de certas moléculas de adesão (Ribeiro et al., 2010). 

A superexpressão de IL4 foi avaliada nos queratinócitos e em células 

provenientes do infiltrado inflamatório de pacientes com LPO, e esse fato mostrou 

que houve um aumento na produção desta IL4 associada à presença de LPO 

(Yamamoto & Osaki, 1995). Além disso, foi realizada a análise do impacto de 

polimorfismos dos genes Th1 e Th2 produtores de citocinas em coorte de 

pacientes chineses portadores de LPO. Para tanto, foram investigados 

polimorfismos do gene IFN-γ e do gene IL4 em 151 pacientes com LPO e 143 

controles saudáveis. Os dados revelaram que as freqüências do alelo IL4 C-590 (p 

= 0,001) e do genótipo CC (p = 0,024) nos pacientes com a forma não erosiva do 

LPO (neLPO) foram significativamente maiores que as dos pacientes do grupo 

controle. Os autores concluíram que os polimorfismos do gene IL4 parecem ter 

uma ação protetora sobre os indivíduos, uma vez que essa CI influencia 

negativamente a suscetibilidade ao desenvolvimento de formas mais graves da 

doença e progressão do LPO nessa coorte de etnia chinesa (Bai et al., 2008). 

O TNF- é uma citocina pleiotrópica que exerce importantes atividades pró-

inflamatórias (Carswell et al., 1975) e é produzida principalmente por monócitos e 

macrófagos, embora outras células como LB e LT também a secretem (Wilson et 

al., 1997). Essa CI é codificada pelo gene TNF que está localizado junto à região 
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de codificação do complexo de histocompatibilidade maior III (MHC-classe III) 

(Hoffstedt et al., 2000). O TNF- é um mediador primário da resposta inflamatória 

e atua na patogênese de DAI, pois é a primeira CI a ser secretada durante 

processos inflamatórios e é responsável pelo desencadeamento da cascata de 

ativação de vários outros genes como os das IL1 e IL6 (Makhatadze, 1998; 

Hoffstedt et al., 2000).  

O polimorfismo mais comumente estudado no gene TNF é o -308 G/A e é 

também conhecido como TNF 1/2. Esse SNP é localizado na região promotora do 

gene na posição -308 e possui dois alelos possíveis: TNF-308 A1, que apresenta 

uma guanina (G) e é a forma mais freqüente, e o TNF-308 A2, que possui uma 

adenina (A) e é a forma menos freqüente. O alelo menos freqüente parece estar 

associado à maior atividade e, portanto, é responsável pelo aumento dos níveis 

séricos de TNF frente a estímulos celulares (Carvalho, 2005). 

O polimorfismo do TNF-α na posição -308G/A tem sido associado com a 

ocorrência e/ou predisposição a várias enfermidades, como sarcoidose, 

leishmaniose, malária e LES, entre outras. Alguns trabalhos demonstram uma 

correlação positiva entre o genótipo -308G/A e o desenvolvimento de DECHc 

(Takahashi et al., 2000). Há trabalhos na literatura que associam o polimorfismo -

308G/A com a ocorrência de LPO, quando se comparam os dados com os de 

pacientes controles (sem a doença), visto que esse fenótipo propicia o aumento da 

síntese das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-γ (Carrozzo et al., 2004; 

Xavier et al., 2007). 
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O gene IL10 é codificado por cinco exons no cromossomo 1 e pode ser 

expresso em várias células usualmente em resposta a estímulos de outras 

citocinas. Vários polimorfismos têm sido descritos na região 5’ do gene IL10, 

dentre estes, 3 mutações em ponto nas posições –1082G/A, -819C/T e –592C/A, 

as quais são as mais estudadas e determinam 3 possíveis haplótipos GCC (-

1082G, -819C e –592C), ACC (-1082A, -819C e –592C) ou ATA (-1082A, -819T e 

–592A). Dentre os genótipos possíveis, podem ser definidos os fenótipos: AT/AT - 

baixo produtor, AC/AT ou AC/AC ou GC/AT ou GC/AC – produtor intermediário e 

GC/GC – alto produtor (Carvalho, 2005). Nos humanos, a interleucina 10 (IL10) é 

produzida nos LB, linfócitos Th2 e nos monócitos. Essa IL possui uma função 

inibitória da proliferação dos linfócitos Th1 (Sivula et al., 2009) e da produção de 

IFN-γ e IL2, IL1-β, IL6, IL8, IL12 e TNF-α (Reitamo et al., 1994; Lazarus et al., 

1997; Moore et al., 2001; Nolan et al., 2004).  

Contrariamente a essa ação antiinflamatória, a IL10 promove a resposta de 

células B, em parte por funcionar como fator de crescimento destas células, e em 

outra pela inibição das células L-Th1, atuar nas células B dos centros germinativos 

aumentando a expressão do gene bcl-2, fato esse que impede a apoptose de 

células B auto-reativas. Portanto seria facilitador das manifestações auto-imunes 

(Moore et al., 2001, Carvalho, 2005). E, a partir desses achados, foi possível 

observar a influência positiva do polimorfismo da IL10, em portadores de LPO 

(Xavier et al., 2007).  
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3 PROPOSIÇÃO 

3.1 Objetivos gerais 

Diferenciar o Líquen Plano Oral (LPO) da reação liquenóide oral associada 

ao amálgama dental (RLO-AD) por meio de características clínica, histopatológica, 

presença de hipossalivação e análise de polimorfismos. 

3.2 Objetivos específicos 

1. Distinguir o LPO da RLO-AD por meio da análise de outros achados 

histopatológicos, como hiperqueratose, acantose, atrofia epitelial, fenda 

subepitelial focal, projeção em dente de serra, derrame pigmentar, 

exocitose e presença de folículo linfóide, presença de corpo de Civatte e 

infiltrado inflamatório perivascular profundo (localizado na submucosa); 

2. Distinguir o LPO da RLO-AD por meio da espessura epitelial e espessura 

do infiltrado inflamatório em banda subepitelial (IIBSE); 

3. Analisar o IIBSE e distinguir o LPO da RLO-AD por meio da quantidade de 

linfócitos T CD-3, T-CD-8, linfócitos B, plasmócitos e mastócitos 

imunomarcados no em área de 1mm2; 

4. Analisar hipossalivação no grupo de voluntários portadores de LLO 

comparada com voluntários saudáveis, por meio de mensuração do fluxo 

salivar;  

5. Identificar a frequência dos polimorfismos nos genes das respostas Th1/2: 

IL1-β+3953C/T, IL4-590C/T, TNF-α-308G/A e IL10-592A/C, em pacientes 

portadores de LLO. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
  

4.1 Desenho do estudo e divisão dos grupos 

O estudo foi transversal e compreendeu três grupos de estudos, que foram 

subdivididos de acordo com as análises realizadas (Figura 1). 

 

Figura 1 – Fluxograma da divisão dos grupos. 

O grupo 1 foi composto 74 voluntários, de ambos os gêneros, com idades 

entre 18 e 60 anos, em bom estado geral de saúde de acordo com o cálculo 

amostral, portadores de lesões liquenóides orais (LLO), selecionados a partir do 

banco de lâminas e laudos, que apresentaram diagnósticos histopatológicos de 

LPO, compatível com LPO, RLO-AD ou compatível com RLO-AD dos laboratórios 
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de patologia da FOP-UNICAMP (Piracicaba, SP), Faculdade de Odontologia da 

UFPE (Recife, PE) e pacientes provenientes da demanda espontânea do 

atendimento do Orocentro da FOP-UNICAMP (Piracicaba, SP), Clínica de 

Estomatologia da UFPE (Recife, PE). Os voluntários que compuseram o grupo-1 

foram pacientes que já haviam sido submetidos ao exame físico extra e intraoral 

com luz artificial proveniente do equipo odontológico e uso de instrumentais 

convencionais para exame físico. De posse dos dados presentes em suas fichas 

clínicas foram novamente analisados de acordo com os critérios clínico-

histopatológicos propostos pela OMS e a partir daí foram selecionadas os casos 

de LPO e RLO-AD para compor os subgrupos 1.1 e 1.2. 

Para compor o grupo 2, para estudo da variável hipossalivação, foram 

selecionados 39 voluntários saudáveis pareados com os pacientes dos subgrupo 

1.1 e 1.2 de acordo com gênero e idade com variação de mais ou menos cinco 

anos, em bom estado geral de saúde e que possuíam restaurações em 

amálgama, mas que eram livres de líquen plano oral (LPO) ou reação liquenóide 

oral (RLO) e se enquadravam nos critérios de elegibilidade (vide critérios de 

inclusão/exclusão do grupo de controles para hipossalivação) atendidos no 

Orocentro da FOP-UNICAMP (Piracicaba, SP) e Clínica de Estomatologia UFPE 

(Recife, PE).  

Para compor o grupo de controles utilizados no estudo dos polimorfismos 

dos genes IL1-β-3953C/T, TNF-α-308G/A, IL10-592A/C e IL4-590C/T (grupo 3), foram 

utilizadas 100 amostras de DNA isoladas extraídas de sangue periférico do grupo 

de voluntários caucasóides, não relacionados parentalmente, provenientes do 
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banco amostras do Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP – 

Hemocentro da UNICAMP (Campinas, SP). A coleta de amostras para extração de 

DNA e genotipagem foi autorizada previamente e independente dessa pesquisa, 

após esclarecimento dos procedimentos e possível utilização do material coletado 

para análise de polimorfismos em uma população saudável e assinatura de termo 

de consentimento padrão para doadores voluntários daquela unidade, que 

contempla autorização para uso das amostras para estudos. 

O tamanho da amostra foi baseado na prevalência das manifestações orais 

de lesões liquenóides em diversos estudos. Foram considerados estudos que 

avaliaram a prevalência (p) do LPO p = 1% a 11, 62% e da RLO-AD p = 1%. 

Observou-se que a prevalência variou entre 1% a 11,62%, sendo o ponto médio 

deste intervalo p = 5,81%. O erro amostral foi estimado pela diferença entre as 

prevalências estudada e real, e quanto menor fosse o erro amostral, maior seria o 

tamanho da amostra, portanto foi ideal calcular pelo menor erro amostral 

(Medronho et al., 2002). Portanto, para o cálculo amostral foi adotado nível de 

significância de 5% e prevalência estimada de 12%, que resultou em uma amostra 

de no mínimo n = 30 sujeitos. Entretanto foram consideradas as perdas durante o 

seguimento da pesquisa, por isso foram coletados dados mais de 30 voluntários 

portadores de LLO, dos quais foram selecionados 39 casos de LLO para as 

análises clínicas, histopatológicas, imuno-histoquímicas, de hipossalivação e 

polimorfismos gênicos. 
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4.2 Critérios de inclusão e exclusão dos voluntários e meios de convocação 

dos sujeitos 

4.2.1. Grupo de casos portadores de LLO (LPO ou RLO-AD) – Grupo 

1 

4.2.1.1 Critérios de inclusão 

• Ser portador de LPO ou RLO-AD com laudos com os seguintes 

diagnósticos histopatológicos: LPO, compatível com LPO, RLO ou compatível com 

RLO. Foram considerados os critérios de diagnóstico da Organização Mundial de 

Saúde (OMS) do LPO e LLO modificados por Van der Meiji et al., 2003; 

• Ambos os gêneros com idade acima de 18 anos e aptos a assinar o TCLE;  

• Ser saudável não portador de DAI (quadro 2) que não faziam uso dos 

medicamentos potencialmente associados a reações liquenóides (Quadro 3) e não 

ter sido tratado pelo transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH);; 

• Consentir a sua participação na pesquisa por meio da assinatura do TCLE.  

4.2.1.2 Critérios de exclusão 

• Não ser portador de LPO ou RL-AD com laudos com os seguintes 

diagnósticos: LPO, compatível com LPO, RLO ou compatível com RLO. Foram 

considerados os critérios de diagnóstico da Organização Mundial de Saúde (OMS) 

do LPO e LLO modificados por Van der Meiji et al., 2003; 

• Idade inferior a 18 e não aptos para assinar o TCLE; 

• Indivíduos portadores de DAI (quadro 2) ou em uso dos medicamentos 

potencialmente associados a reações liquenóides (Quadro 3); 
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• Não se enquadrar nos critérios de elegibilidade ou não consentir a sua 

participação na pesquisa. 

Após obtenção da aprovação do comitê de ética e pesquisa em seres 

humanos da FOP-UNICAMP (ANEXO), a sistemática de recrutamento dos 

voluntários que compuseram o grupo-1 seguiu a seguinte ordem: 

1. Verificação do arquivo de laudos e fichas clínicas do laboratório de 

Patologia da Universidade Federal de Pernambuco e Laboratório de 

Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da UNICAMP 

entre os anos de 1990 a 2009 e também identificação dos pacientes 

provenientes da demanda espontânea dos centros descritos; 

2. Após a verificação e identificação do registro dos voluntários, foram 

acessadas as informações de contatos de telefone e/ou 

correspondência a fim de serem recrutados por esses meios. Os 

voluntários que compareceram foram distribuídos em um grande grupo 

de estudo de portadores de LLO (grupo 1). Aqueles pacientes que 

faltavam ao primeiro contato eram novamente convocados por mais 

duas tentativas, até que na quarta, esse voluntário era excluído da 

pesquisa. 

3. Os voluntários que foram recrutados e compareceram, e os novos 

pacientes provenientes da demanda espontânea dos centros de 

diagnóstico descritos passaram pelos procedimentos de pesquisa 

conforme os ítens 4.4 a 4.7. 
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4.2.2. Grupo Controle- estudo de hipossalivação– Grupo 2 

4.2.2.1 Critérios de inclusão 

• Apresentar restauração em amálgama de prata há pelos menos cinco anos; 

• Não apresentar LPO, reações liquenóides induzidas por uso de 

medicamentos e/ou contato com restauração (ões) de amálgama além não ter 

sido tratado pelo transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH); 

• Pacientes pareados com os grupos 1 para gênero e idade considerando um 

intervalo de +/- 5 anos;  

• Ser saudável, não portador de DAI (quadro 2) e não utilizarem 

medicamentos potencialmente associados a reações liquenóides (Quadro 3); 

• Consentir a sua participação na pesquisa por meio da assinatura do termo 

de consentimento livre e esclarecido (TCLE).  

4.2.2.2 Critérios de exclusão 

• Não possuir restauração em amálgama de prata há pelo menos cinco anos; 

• Apresentar sinais de LPO, reações liquenóides induzidas por uso de 

medicamentos e/ou contato com restauração (ões) de amálgama. 

• Ser portador de DAI (quadro 2) ou estar em uso de medicamentos 

potencialmente associados a reações liquenóides (Quadro 3); 

• Não se enquadrar nos critérios de elegibilidade. 

4.2.3. Grupo controle - estudo dos polimorfismos – Grupo 3 

4.2.3.1 Critérios de inclusão 

• Amostras de DNA proveniente do grupo de controles caucasoides (CC) do 

Laboratório de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP; 
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• Estar pareado com os grupos 1 e 2 para gênero e idade considerando um 

intervalo de +/- 5 anos; 

• Por fazerem parte do grupo de CC, já haviam consentido a sua participação 

nas pesquisas de polimorfismos, visto que assinaram um TCLE específico do 

Hemocentro da UNICAMP no momento da coleta do seu material genético. 

4.2.3.2 Critérios de exclusão 

• Amostras de DNA de pacientes não pareados em gênero e idade e não 

serem provenientes do grupo de CC do Laboratório de Hemostasia do 

Hemocentro da UNICAMP;  

• Não se enquadrar nos critérios de elegibilidade.  

 

4.3 Aplicação dos critérios OMS, 2003 para seleção dos casos de LPO e 

RLO-AD 

No momento do novo exame clínico foram obtidas fotografias da mucosa 

oral bilateralmente de todos os pacientes, com o objetivo de arquivar as imagens 

clínicas. Estes procedimentos eram realizados de forma habitual nos serviços 

relacionados a esta pesquisa. No caso de pacientes novos, provenientes da 

demanda espontânea dos serviços, foram realizados exames clínicos, tomadas de 

fotografias, biópsia incisional das LLO e esses pacientes foram incluídos no grupo 

de estudos. Após a remoção cirúrgica, o espécime foi fixado em formol neutro a 

4% e encaminhado para processamento histológico de rotina para inclusão do 

espécime em blocos de parafina. A partir daí foram realizados cortes de cinco 
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micrômetros (µm) para montagem na lâmina e os preparados histológicos 

receberam a coloração de rotina em H&E.  

De acordo com os critérios da OMS (2003) para diagnóstico das LLO (CDx-

OMS-LLO), as características clínicas consideradas foram: 1- presença de lesões 

bilaterais, 2- presença de lesões brancas estriadas (reticular) e 3- presença de 

lesões erosivas, atróficas, bolhosas e papulares associados à presença de lesões 

brancas em qualquer outro local da MO. Ainda de acordo com os CDx-OMS-LLO, 

as características histopatológicas consideradas foram 1- presença de uma faixa 

bem definida de zona de infiltração celular limitada à porção subepitelial, composta 

predominantemente por linfócitos; 2- sinais de “degeneração liquefativa” nas 

células da camada basal; e 3- ausência de displasia epitelial (Quadro 3). O LPO 

foi considerado quando presentes pelo menos os dois primeiros critérios clínicos 

(lesões bilaterais, a maioria simétrica, e presença de redes entrelaçadas de linhas 

cinza-esbranquiçadas ligeiramente elevadas padrão reticular), em associação com 

a presença dos critérios histopatológicos. A RLO-AD foi considerada quando 

presentes as lesões associadas às restaurações em amálgama e o paciente não 

possuía nenhuma outra lesão em outros locais da mucosa oral, bem como a 

obediência aos critérios histopatológicos. 
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4.4 Coletas dos dados e das amostras dos pacientes provenientes dos 

bancos de dados das unidades relacionadas 

4.4.1 – Coletas dos dados 

Os procedimentos de coletas de materiais biológicos foram realizados nos 

voluntários dos grupos 1 e 2 após a obtenção da assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APÊNDICES A e B), no qual os 

mesmos foram informados dos objetivos da pesquisa e de todos os procedimentos 

relacionados à mesma, bem como dos riscos e benefícios, possíveis reações 

adversas e/ou constrangimentos ocasionados pelos procedimentos de coleta dos 

dados demográficos, coleta das amostras de saliva, e no caso dos pacientes dos 

grupos de estudo, da possibilidade de procedimento de biópsia, se houvesse 

indicação. 

Todos os voluntários dos grupos 1 e 2 foram submetidos ao exame clínico 

da MO e aplicação de um questionário estruturado para obtenção dos dados 

sócio-demográficos, dados médicos e história da doença atual (APÊNDICES C e 

D).  

4.4.2 – Coletas da saliva 

4.4.2.1 Coleta da saliva para testes de hipossalivação dos pacientes 

afetados pelas LLO (grupo 1) e controles (grupo 2) 

Os voluntários do grupo 1 (n=74)  foram submetidos a duas coletas de 

amostras salivares, com finalidades distintas: a primeira, para a mensuração da 

hipossalivação e a segunda, para extração de DNA e avaliação dos polimorfismos. 
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Nos voluntários do grupo 2 (n=39) foi conduzida apenas a coleta de saliva para a 

mensuração da hipossalivação. 

A coleta foi realizada em todos os pacientes até às 10 horas da manhã e 

seguiu da seguinte forma: o paciente foi orientado a não ingerir alimentos, beber 

ou fumar por um período mínimo de 30 minutos antes da coleta e expelir em um 

recipiente plástico a saliva total não estimulada produzida durante o período de 

cinco minutos. Ao término da coleta, a amostra foi mensurada em mililitros com 

uma pipeta volumétrica de precisão e a quantidade de saliva total foi dividida pelo 

tempo de coleta.  

4.4.2.2 Coleta da saliva para obtenção das células da mucosa oral para 

extração de DNA dos pacientes afetados pelas LLO (grupo 1) 

Para a coleta das células humanas provenientes da camada superficial da 

mucosa oral foi adotado um protocolo previamente proposto, no qual o voluntário 

foi orientado a realizar um bochecho com 5 mL solução de sacarose a 3% por 60 

segundos e raspar as mucosas e a língua contra os dentes. O conteúdo resultante 

do bochecho foi transferido para um tubo de 15 mL, o qual continha o volume de 5 

mL de uma solução 66% alcoólica composta por 17 mM Tris-HCl pH 8,5 mM NaCl 

e 7mM EDTA para evitar o crescimento bacteriano e após a coleta, o material foi 

estocado a 4ºC.  

O isolamento do DNA genômico foi realizado de acordo com as seguintes 

etapas: a cada tubo foi adicionada água destilada e deionizada autoclavada q.s.p. 

15 mL. Após centrifugação e descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado 

em solução aquosa, composta por 17 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl e 7 mM 
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EDTA. Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspendido em solução de lise composta por 10 mM Tris-HCl pH 8, 0,5% 

dodecil sulfato de sódio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 µg de proteinase K (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) e incubado a 50ºC em movimento contínuo semicircular. Após 

16 h de incubação, foram adicionados 500 µl de uma solução aquosa de 1 mM 

EDTA e 7,5 M acetato de amônio. A mistura foi centrifugada por 10 min. a 12.000 

g a 4ºC. O precipitado de DNA foi lavado com etanol 70%, centrifugado (12.000 g 

por 5 min.), secado à temperatura ambiente durante 30 min. e ressuspendido em 

tampão Tris-EDTA (TE Buffer). A concentração e pureza das amostras foram 

determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm (espectrofotometro Genesys 

2, Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA) e relação de July (leitura de 260nm 

dividida pela leitura de 280nm). Quando acima de 1,2, era considerado um bom 

DNA bruto. 

 

4.5 Análises das amostras 

4.5.1 - Análises histopatológicas dos outros achados microscópicos 

Após seleção dos casos de LPO e RLO-AD, que compuseram os 

subgrupos 1.1 e 1.2, respectivamente, por meio da utilização dos critérios 

adotados pela OMS, foram analisados outros achados microscópicos como: a 

hiperqueratose (hiperortoqueratose e hiperparaqueratose), acantose, atrofia 

epitelial, fenda subepitelial focal, projeções em dentes de serra, derrame 

pigmentar, exocitose, presença de folículos linfóides, presença de corpos de 

Civatte e infiltrado inflamatório perivascular profundo localizado na submucosa. 
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O diagnóstico de hiperqueratose foi estabelecido pela observação da 

presença de aumento da espessura da camada córnea, sendo esta considerada 

hiperortoqueratose quando da ausência de remanescentes nucleares ou celulares; 

e hiperparaqueratose, quando na presença destes remanescentes nucleares ou 

celulares.  A acantose foi considerada como espessamento da camada espinhosa, 

associada ou não ao alongamento e confluência das papilas epiteliais. A atrofia 

epitelial foi considerada quando da redução da espessura do epitélio focal ou total. 

A fenda subepitelial focal foi considerada quando houvesse qualquer separação 

entre o epitélio e o tecido conjuntivo, que não se estendesse ao longo de todo o 

corte. As projeções em dente de serra foram consideradas quando da presença de 

formação de papilas epiteliais em formatos triangulares com vértice voltado para o 

tecido conjuntivo. O derrame pigmentar (ou pigmentação incontinente) foi 

considerado quando havia qualquer quantidade de melanina localizada na lâmina 

própria. A vacuolização da camada basal foi considerada quando da presença de 

degeneração hidrópica das células da camada basal. A presença de folículo 

linfóide foi considerada quando na presença de agregados linfóides observados no 

tecido conjuntivo.  

A presença de corpos apoptóticos de Civatte foi considerada a partir da 

observação de queratinócitos necróticos localizados nas camadas espinhosa e 

córnea do epitélio, os quais apresentavam formato irregular, com ou sem núcleo e 

coloração citoplasmática eosinofílica. O infiltrado inflamatório perivascular 

profundo foi definido como a presença de células inflamatórias linfoplasmocitárias 

aglomeradas ao redor dos vasos do tecido conjuntivo profundo, ou seja, 
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localizados na submucosa. Todos estes achados, após serem analisados, 

receberam os seguintes valores: 0= ausente; 1= presente.  

A exocitose epitelial e o infiltrado inflamatório subepitelial (IISE) localizado 

na lâmina própria foram avaliados subjetivamente com a concordância entre dois 

pesquisadores (CMBR e JJJ) de acordo com a intensidade, e foi considerado o 

aspecto mais proeminente no corte. Esses eventos foram classificados como: 0 = 

ausente, 1= leve (+), 2 = moderado (++), 3 = intenso (+++), e 4 = muito intenso 

(++++). O infiltrado inflamatório subepitelial também foi classificado como em 1= 

banda ou 2= disperso. 

 

4.5.2- Análise da espessura do infiltrado inflamatório subepitelial em 

banda e da espessura epitelial 

A análise morfométrica computadorizada foi realizada no Laboratório de 

Histologia da FOP-UNICAMP, para as tomadas das medidas de espessura de 

IISEB localizado na camada mucosa restrito à lâmina própria, e da espessura 

epitelial por meio da utilização de um sistema de análise de imagens composto por 

um microscópio Leica DMLP, uma câmera fotográfica Leica MPS 60 e uma placa 

de captura de imagens para transferência para uma CPU Leica DFC280. A 

mensuração em micrômetro (µm) foi realizada em aumento de 100x (Figura 2).  



52 

 

 

Figura 2 - Fotomicrografia com os traçados da espessura epitelial e da 
espessura do IISE em um fragmento de mucosa revestido por tecido epitelial 
estratificado pavimentoso. Nota-se tecido conjuntivo exibia área de infiltrado 
inflamatório em banda que se estendia desde a lâmina própria até pouco acima do 
limite da submucosa (H&E, objetiva de 100x). 

 

A espessura do infiltrado inflamatório subepitelial (IISE) foi definida como a 

área, rica em células inflamatórias que se estendia do ápice da papila conjuntiva 

até sua porção inferior na lâmina própria. Foi mensurada em três áreas de maior 

espessura, selecionadas subjetivamente, a partir das quais foi calculada a média 

de espessura do IISE.  

A espessura epitelial foi medida de duas maneiras: na primeira, uma média 

de seis medidas, três maiores, representadas pela distância entre a superfície 

externa do epitélio até a ponta da crista epitelial, e três medidas menores, da 

distância entre a superfície do epitélio até a zona da membrana basal (ZMB) 

localizada entre duas projeções epiteliais. Essas medidas permitiram a verificação 

de qual LLO apresentava epitélio mais espesso ou mais delgado. Após a tomada 
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das medidas, todos os dados foram processados no programa Excel (Office 2007) 

para os cálculos das médias. 

4.5.3 – Imuno-histoquímica 

Com o objetivo de contagem das células presentes no IISE presente no 

LPO e na RLO-AD foram realizadas as colorações imuno-histoquímicas (IHQ) nos 

preparados histológicos com os anticorpos listados no quadro 5.  

Para a realização das reações IHQ todos os blocos foram cortados na 

espessura de 3 μm e os fragmentos colocados sobre lâminas previamente 

tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma aldrich Chemical Company, 

EUA). Inicialmente os cortes foram desparafinizados com duas seqüências de xilol 

por 10 minutos cada em temperatura ambiente, hidratados em solução de 

concentrações decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e posteriormente 

foram lavados com água corrente e destilada. A atividade da peroxidase endógena 

foi inibida utilizando peróxido de hidrogênio a 10% em cinco incubações de cinco 

minutos cada, e posteriormente os cortes foram lavados com água corrente e 

destilada.  

A recuperação antigênica foi realizada de acordo com os padrões descritos 

no quadro 5. Após resfriamento do líquido, os cortes foram lavados em água 

corrente e destilada, e colocados em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

a 10mM (pH 7,0). 
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Quadro 5 – Células analisadas, anticorpos primários, clones, diluições, 
recuperação, tempo de incubação e fabricantes que foram utilizados no estudo 
imuno-histoquímico. 

Células   Anticorpo 
primário 

Clone Diluição, recuperação e 
tempo de incubação 

Fabricante 

Linfócitos CD-3 - 1:300, panela de pressão 3 
min., overnight 

Dako 

CD-8 C8/144B 1:100, panela de pressão 3 
min., overnight 

Dako 

CD-20 L26(1,2) 1:10000, panela de pressão 3 
min., overnight 

Dako 

Plasmócitos Plasma Cell VS38c 1:400, panela a gás com ácido 
cítrico pH 6 por 3min.; overnight 

(16h na geladeira 4ºC) 

Dako 

Mastócitos Mast Cell  
CD-138 

MY15 1:100, panela de pressão 3 
min., overnight 

Dako 

 

Os cortes foram incubados com os anticorpos primários, de acordo com a 

sua especificação, e diluídos em albumina sérica bovina (BSA) a 1% e azida 

sódica (NaN3) a 0,1% em PBS, em câmara úmida por 18 horas a 4°C. Após a 

incubação com os anticorpos primários, os cortes foram lavados em PBS (três 

trocas), e o anticorpo secundário conjugado à peroxidase foi adicionado (Strept AB 

Complex/HRP Duet, Dako, EUA, 1/500, específicos para a espécie animal em que 

foi produzido o anticorpo primário) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, os 

cortes foram novamente lavados em PBS (três trocas) e expostos ao sistema 

estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, 1:500) por 

mais 30 minutos a 37°C. 

A revelação foi feita com 120 mg de substrato cromogênico 3,3 

diaminobenzidina (DAB, Sigma) misturado em 200 mL de PBS, 2 mL de peróxido 

de hidrogênio (20 volumes) e 2 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), e incubado em 
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câmara seca a 37°C durante cinco minutos. Terminada esta etapa, os cortes 

foram novamente lavados em água corrente e destilada e contra-coradas com 

Hematoxilina de Carrazi durante cinco minutos, desidratados com dois banhos em 

solução de etanol a 100%, diafanizados em xilol com duas trocas de 10 minutos 

cada, e as lâminas foram montadas em Bálsamo do Canadá. Preparados 

histológicos-controle foram utilizados em todas as reações. 

As quantificações dos linfócitos T-CD3+, linfócitos T-CD8+,  linfócitos B, 

plasmócitos e mastócitos, presentes no infiltrado inflamatório das 39 LLO 

clássicas, foram realizadas com microscópio de luz (Carl Zeiss), objetiva de 40x e 

ocular reticulada PK 8x (Reichert, Áustria) composta de 10 linhas paralelas e 100 

pontos com extensão de 150μm e área de 22.500μm2 (Figura 3).  

 

 

Figura 3 – Fotomicrografia esquemática do posicionamento da ocular 
micrométrica (modelo PK 8x, Reichert) na camada justaepitelial (lâmina própria) 
até a membrana basal (LPO, imuno-histoquímica CD3, 320x. 
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A contagem foi realizada no laboratório de Patologia Bucal da UNICAMP e 

obtida por meio da leitura de sete campos selecionados previamente e 

sequenciados e localizados na região subepitelial. A escolha da região foi 

determinada pela integridade estrutural do tecido e positividade mais evidente 

(Figura 4 a e b). As células positivas foram contadas, para cada um dos 

anticorpos, em todas as lâminas dos casos selecionados, e os resultados foram 

expressos em células positivas por área de um milímetro quadrado (1 mm2). 
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Figura 4 – Em A: Fotomicrografia esquemática da área selecionada para a 
análise, com um sinal indicativo do local da leitura. Em B: Fotomicrografia do 
posicionamento esquemático da gratícula proveniente da ocular e a sequência 
figurativa dos sete campos seqüenciais selecionados (LPO, IHQ Plasma Cell; 
magnificação em A x25, em B x100). 

 

Para a determinação do número médio das células marcadas 

positivamente/mm2 foi utilizado o programa Excel (Office 2007) e, após o cálculo 

final da média de quantidade de células em um mm2, as médias das quantidades 

das células imunomarcadas, em cada LLO, foram comparadas estatisticamente. 
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4.5.4 Análise da hipossalivação 

Os valores de referência utilizados foram os seguintes: volume salivar de 

1,0 a 3,0 mL/min. foi considerado fluxo normal; volume de 1,0 a 0,7/min. foi 

considerado fluxo baixo; e volume menor de 0,7 mL/min. foi considerado 

hipossalivação. Para a análise das variáveis de fluxo foram atribuídos os seguintes 

valores: fluxo de normal a baixo foi considerado sem hipossalivação e recebeu o 

valor 1; e aos pacientes com hipossalivação foi atribuído o valor 2. 

 

4.5.5 Análises dos polimorfismos dos genes da resposta Th1 e Th2. 

4.5.2.1 – Reação em cadeia da Polimerase (PCR) dos genes relacionados 

às respostas Th1 e Th2  

As regiões de interesse dos genes IL1-β+3953C/T(Taq I), TNF-α-308G/A (Nco I), IL10-

592A/C(Rsa I) e IL 4-590C/T(Ava II) foram amplificadas a partir de amostras de DNA 

genômico (grupo 3) e provenientes do material genético das células descamadas 

da MO (grupo 1) por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR). Os 

oligonucleotídeos (ou “primers”) foram conferidos quanto à sua especificidade, e 

comparados com todas as sequências já identificadas, presentes no “Gene Bank” 

(NCBI-National Center for Biotechnology Information- NIH, EUA-

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST). As sequências de oligonicleotídeos dos 

fragmentos dos genes a serem estudados e das enzimas de restrição utilizadas 

para a análise dos polimorfismos estão descritas no quadro 6. 
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As reações de amplificação por meio de PCR simples foram realizadas com 

uma mistura de reagentes e volume final de 30 µL, composta por 20 U/µL de Taq 

polymerase (Promega® Madison, WI, EUA), 200 µM dNTP, 0,5 µM de cada um 

dos oligonicleotídeos, e 1,5 mM MgCl++ de tampão (Promega® Madison, WI, EUA). 

As amplificações começaram com um primeiro passo da desnaturação inicial de 5 

minutos a 96°C; seguido de 35 ciclos, cada um consistindo de 30 segundos a 

96°C, 35 segundos à temperatura de anelamento (T anealing) ideal do 

oligonicleotídeo padronizada por gradiente de temperaturas (Quadro 6) e 30 

segundos a 72°C de extensão; e um passo de extensão final de 5 minutos a 72°C. 

As reações de amplificação foram realizadas em um termociclador (Perkin Elmer® 

Automate 2400 - Norwalk, CT). 

Quadro 6 – Seqüência dos oligonucleotídeos e indicativos da posição do SNP 
região amplificada. 

Gene SNP, Primers e Resíduo T anealing Referência 

IL1-β +3953C/T 
F: 5′-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3′ 
R: 5′-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3′ 
rs143634 

65 ºC Cheng et al.,2010 

IL4 -590 CT 
F: 5’TAAACTTGGGAGAACATGGTC3’ 
R: 5’TGGGAAAAGATAGAGTAATA3’ 
rsrs2243250 

55 ºC Bai et al., 2007 

IL10 -592A/C 
F: 5’GGTGAGCACTACCTGACTAGC3’; 
R: 5’CCTAGGTCACAGTGACGTGG3’ 
rs1800872 

59ºC Cheng et al., 
2010 

TNF-
α 

-308 G/A 
F: 5′-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3′ 
R: 5′-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ 
rs1800629 

55 ºC Visentainer et al., 
2008; Xavier et 
al., 2007 

Legenda: SNP: Single Nucleotide Polimorphism; Fw: forward; R: reverse; rs: resíduo. 
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Após esta etapa, foram adicionados 2 µl de corante Azul de Bromofenol 

Orange ao volume do produto final obtido na reação de PCR e foi realizada a 

aplicação no gel de agarose a 2%, preparado com 2,0g de agarose pura e 100 mL 

de TrisBorato EDTA 1X (TBE - AmrescoTM Inc, Ohio, EUA) e 5 µl de Brometo de 

Etídio (Promega® Madison, WI, EUA). A corrida foi realizada em uma cuba 

eletroforética horizontal (Omniphor® Biosystems Comercial, Imp. e Exp. de 

equipamentos para Laboratórios Ltda.) contendo TBE 1% a 60 volts (V), com 

corrente de 80 mili-ampéres (mA) por 45 minutos (min.). Os fragmentos de DNA 

foram visualizados através de um transiluminador com luz Ultra-Violeta (UV) 

(Vilber Lourmat®, France), no comprimento de onda de 302 nanômetros (nm) e as 

fotografias foram tomadas com o auxílio do sistema de foto-documentação (Vilber 

Lourmat®, France).  

4.5.2.2 – Análise do polimorfismo por comprimento de fragmento de 

restrição (RFLP) dos genes relacionados às respostas Th1 e Th2  

Para a identificação dos polimorfismos de único nucleotídeo foi utilizada a 

técnica de análise de polimorfismo no comprimento do fragmento de restrição 

(RFLP), técnica pela qual, os fragmentos amplificados são encubados para a 

digestão por enzimas que reconhecem os sítios de restrição formados pela 

presença da substituição de um par de bases na sequencia do DNA, e posterior 

identificação dos alelos. 
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As condições fornecidas para a clivagem dos fragmentos (amplicons) foram 

realizadas conforme o descrito pelo fornecedor das enzimas de restrição, após o 

período de encubação de cada enzima (Quadro 7). 

Quadro 7 – Enzimas de restrição utilizadas na RFLP e suas condições de 
clivagem. 

GENE Enzima e condições 
IL1-β-3953C/T Enzima: Taq I 

6µL do produto da PCR, Buffer 4, BSA e H2O 
Temperatura: 65ºC overnight 

IL4-590C/T Enzima: AVAII 
6µL do produto da PCR, Buffer 4 e H2O 
Temperatura: 37ºC overnight 

TNF-α-308G/A Enzima: NcoI 
6µL do produto da PCR, Buffer 3 e H2O 
Temperatura: 37ºC overnight 

IL10-592A/C Enzima: Rsa I 
4µL do produto da PCR, Buffer 4 e H2O 
Temperatura: 37ºC overnight  

 

Foram adicionados 2 μL de corante Azul de Bromofenol Orange ao volume 

do produto final obtido na reação de incubação e foi realizada a aplicação no gel 

de agarose a 3%. A corrida eletroforética foi realizada a 110 V, com corrente de 80 

mA, durante 45 min. Os fragmentos de DNA clivados foram visualizados por meio 

de transiluminador com luz Ultra-Violeta (UV) (Vilber Lourmat®, France), no 

comprimento de onda de 302 nm e as fotografias foram tomadas com o auxílio do 

sistema de foto-documentação (Vilber Lourmat®, France). 
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4.6 Aspectos éticos 

Este projeto foi apresentado ao CEP da FOP-UNICAMP e foi aprovado sob 

o Protocolo: 011/2009 (entrada: 12/03/2009) (ANEXO). Todos os aspectos éticos 

especificamente determinados pelas diretrizes da Resolução nº 196 de 10 de 

outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saúde, foram rigorosamente seguidos. 

Os pacientes incluídos nesse estudo receberam as informações 

relacionadas aos objetivos da pesquisa, bem como sobre os métodos e 

procedimentos utilizados para o seu desenvolvimento. Os indivíduos foram 

devidamente esclarecidos quanto aos aspectos relacionados à pesquisa. Todos os 

voluntários consentiram previamente a sua inclusão no estudo, por meio de 

assinatura do TCLE (APÊNDICES A e B).  

Para preservar a identidade do paciente, o formulário de coleta de dados 

não contemplou o nome ou o número do prontuário. Foi indicado um número de 

registro vinculado ao número do prontuário. A utilização desses últimos dados 

ocorreu nas situações em que houve a necessidade de checagem das 

informações para os exames laboratoriais. 

 

4.7 Análises estatísticas 

As informações obtidas foram utilizadas para a construção de banco e 

análise dos dados com o auxílio do programa SPSS versão 15.0. O nível de 

significância assumido foi de 5%. Para as análises descritivas, foram utilizadas as 
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tabelas de contingência. Para as análises estatísticas dos dados paramétricos 

com relação aos critérios clínicos, hipossalivação, histopatológicos, achados 

histológicos e achados imuno-histoquímicos, foi utilizado o teste exato de Fisher. 

Por fim, para as análises dos dados não paramétricos de mensuração do infiltrado 

inflamatório e espessura epitelial, foi utilizada a análise estatística pelo teste 

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks. 

A frequência alélica e genotípica foi determinada por contagem direta. O 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado com o cálculo das frequências esperadas 

de todos os genótipos e comparação com as frequências observadas. O teste de 

Chi-quadrado (X2) foi utilizado para determinar o significado das diferenças entre 

esses valores. Foram considerados em equilíbrio valores de p> 0,05. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Resultados descritivos 

Esse estudo compreendeu a análise de um total de 213 pacientes 

distribuídos nos grupos e subgrupos de estudos, como descrito no capítulo de 

material e métodos. 

Um total de 74 voluntários compuseram o grupo 1. Desses, 52/74 (70,3%) 

eram pacientes do gênero feminino e 22/74 (29%) eram pacientes do gênero 

masculino e portanto, uma distribuição de acordo com o gênero de 3:1. A média 

de idade desse grupo foi de 53,3 anos (mínima: 28; máxima: 82; DP: 11,08). Após 

a análise clínico-patológica dos voluntários do grupo 1 de acordo com os critérios 

da OMS (2003) (CDx-LLO-OMS), foram selecionados 39 casos que serviram 

como “padrão diagnóstico” para compor os subgrupos 1.1, composto por 30 

pacientes portadores de LPO; o subgrupo 1.2, composto por 9 pacientes 

portadores de RLO-AD; e o subgrupo 1.3, composto pelos 35 casos 

remanescentes que foram reavaliados após obtenção dos resultados das análises 

clínico-patológicas dos casos dos subgrupos 1.1 e 1.2. 

De acordo com os dados da tabela 1, foi possível observar a ocorrência dos 

30 casos de LPO (30/39; 77%) e 9 casos de RLO-AD (9/39; 23%). Dos trinta 

casos de LPO, dez ocorreram em pacientes do gênero masculino e vinte 

ocorreram em pacientes do gênero feminino. Dos nove casos de RLO-AD, foram 

observados dois casos em pacientes do gênero masculino e sete em pacientes do 
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gênero feminino. Após análise estatística, foi possível observar que as LLO 

afetaram mais pacientes do gênero feminino, numa proporção de 3:1. A média de 

idade do subgrupo 1.1, foi de 53,9 anos (mínima: 28; máxima: 82; DP: 10,82). A 

média de idade do subgrupo 1.2, foi de 50,4 anos (mínima: 34; máxima: 68; DP: 

13,93). 

Tabela 1 - Distribuição do gênero de acordo com a lesão. 

 Diagnóstico Gênero Total Estatística 

  Feminino Masculino  Χ2 = 2,26 

LPO  20 10 30 p= 0,06 

RLO-AD  7 2 9 OR= 2,57 

Total 27 12 39 IC= 0,739 - 8,839 

Legenda: LPO= Líquen plano oral; RLO-AD= Reação liquenóide por amálgama 
dental; 
(*) – Nível de significância 5.0%; 
(1) – Valor de p utilizando o Χ2: Chi-quadrado; 
OR – Odds Ratio; IC – Intervalo de confiança. 

 

Para compor o grupo-2, foram analisados os dados de 39 voluntários, 

pareados com os indivíduos dos subgrupos 1.1 e 1.2 em gênero e idade que 

variou de mais ou menos cinco anos, que eram saudáveis eleitos de acordo com 

os critérios de inclusão e exclusão desse grupo. Para compor o grupo-3 foram 

selecionadas aleatoriamente cem amostras de DNA, provenientes do banco de 

controles caucasoides do Hemocentro da UNICAMP, sem distinção de gênero ou 

idade, que foram escolhidas de acordo com os critérios de inclusão e exclusão e 

que provenientes. 
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De acordo com os CDx-LLO-OMS clínicos foi possível observar que todas 

as lesões eram brancas e estriadas, associadas ou não à ulceração. Nos casos de 

LPO foram consideradas as lesões estriadas, brancas bilaterais e simétricas e 

sem causa aparente (Figura 5); e nos casos de RLO-AD, foram consideradas as 

lesões estriadas brancas, ulceradas ou não, em contato direto com restauração de 

amálgama (Figura 6). De acordo com os critérios histopatológicos dos CDx-LLO-

OMS, foram observadas nos 39 casos analisados o infiltrado Inflamatório 

subepitelial em banda e a degeneração hidrópica da camada basal, assim como 

nenhum dos casos apresentou qualquer grau de displasia (Figuras 7 e 8). 
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Figura 5 - Fotografia clínica de um caso de LPO-c. Em A e B, lesões bilaterais de 
mucosa jugal; C e D lesões bilaterais em borda lateral de língua; em E lesões 
simétricas em dorso de língua; e em F lesões simétricas em vermelhão do lábio 
inferior. 



69 

 

 

Figura 6 - Fotografia clínica de um caso de RLO-AD-c. Em A e B, ausência de 
lesões bilaterais de mucosa jugal; C e D ausência de lesões nas bordas laterais da 
língua; em E ausência de lesões simétricas em mucosa gengival; e em F lesão 
clássica em região de contato direto com o material restaurador de amálgama 
dental. 
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Figura 7 – Fotomicrografia de um caso de LPO composto por fragmento de 
mucosa revestida por tecido epitelial pavimentoso estratificado 
hiperparaqueratinizado. Além disso, é possível observar no tecido conjuntivo um 
infiltrado inflamatório intenso em banda justaepitelial e a presença de fenda 
subepitelial (fenda artefactual ou espaços de Max-Joseph), decorrente da 
degeneração liquefativa da camada basal. H&E, 50x. 

 

 

Figura 8 - Fotomicrografia de um caso de LPO composto por fragmento de 
mucosa revestida por tecido epitelial pavimentoso estratificado sem displasia. 
Neste corte é possível observar a degeneração hidrópica da camada basal e 
acantose, presença de ortoqueratina e proeminente exocitose. H&E, 200x. 
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Na análise do critério da “presença de lesões bilaterais” como critério 

diferenciador entre as LLO, foi possível observar que esse critério está fortemente 

associado ao LPO e quando da presença de lesões bilaterais, o diagnóstico final 

têm 10 vezes mais chances de ser LPO (Tabela 2). 

Tabela 2 – Análise do critério clínico da OMS “presença de lesões bilaterais”, 
estratificado pelo diagnóstico da lesão. 

Critério Clínico: OMS 

Lesões Bilaterais 

Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO-c RLO-
AD-c 

    

Presente 5 3 11 
10 1,853- 

53,97 

p (1)  
<0,004* 

Ausente 25 6 28 

Total 30 9 39   

(*) – Nível de significância 5,0%. 
(1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher. 
OR – Odds Ratio. 
IC – Intervalo de confiança. 
 

Sobre o critério da “presença de ulcerações” observado em 16 casos de 

LLO ulceradas. Desses, treze (n=13) pacientes tiveram diagnóstico de LPO e 3 

tiveram diagnóstico de RLO-AD. 

Nos critérios histopatológicos da OMS, verificou-se que as LLO possuem 

características histopatológicas semelhantes. Em nenhum dos casos de LPO ou 

RLO-AD foi observada a displasia epitelial, além de que o infiltrado inflamatório 

rico em plasmócitos em banda e a degeneração hidrópica da camada basal estava 

presente em 30 casos de LPO e 8 casos de RLO-AD.  
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5.2 Resultados das análises dos demais achados histopatológicos 

Os demais achados histopatológicos foram analisados nos 39 casos 

selecionados de acordo com os CDx-LLO-OMS, e compreenderam os seguintes 

eventos: presença de hiperqueratose (hiperortoqueratose e hiperparaqueratose, 

simultaneamente ou não), acantose, atrofia epitelial, fenda subepitelial focal, 

projeção em dente de serra, derrame pigmentar, exocitose, presença de folículos 

linfóides, presença de corpos de Civatte e presença de infiltrado inflamatório 

perivascular profundo localizado nos vasos da submucosa (Figuras 9-13). 

 

 
Figura 9 – Fotomicrografia de RLO-AD composta por fragmento de mucosa 
revestida por tecido epitelial pavimentoso estratificado hiperparaqueratinizado 
(seta azul). O tecido epitelial encontra-se acantótico e com projeções em dentes 
de serra. Além disso, é possível observar integridade da camada basal. No tecido 
conjuntivo um infiltrado inflamatório e a presença de agregados linfóides 
indicativos de formação de folículo linfoide (seta preta). (H&E, 200x). 
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Figura 10 - Fotomicrografia em pormenor do folículo linfóide do caso de RLO-AD 
da figura 9. O infiltrado inflamatório perivascular profundo completava o quadro 
microscópico (seta). (H&E, 200x). 

 

 

 
Figura 11 – Fotomicrografia em detalhe de um caso de RLO-AD composta por 
tecido conjuntivo profundo da submucosa com infiltrado inflamatório perivascular 
(seta). (H&E, 500x). 
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Figura 12 - Fotomicrografia de LPO composta por fragmento de mucosa revestido 
por tecido epitelial pavimentoso estratificado hiperparaqueratinizado. Neste corte é 
possível observar a presença de exocitose e um corpo apoptótico de Civatte 
(seta). (H&E, 200x). 

 

 
Figura 13 - Fotomicrografia em maior aumento do caso de LPO da figura 12, 
apresentando corpo apoptótico de Civatte (seta). (H&E, 500x). 

 

 

Na análise da presença de acantose e atrofia, presentes simultaneamente 

ou não, foi possível observar 11/30 lesões de LPO apresentaram acantose e 12/30 
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lesões apresentaram atrofia; foi possível observar também que 5/9 casos de RLO-

AD apresentaram acantose; e 4/9 apresentaram atrofia (tabela 2). Após a 

correlação clínico-patológica foi possível observar que a acantose associada à 

hiperorto ou hiper-paraqueratose foi freqüente nas LLO clinicamente mais 

espessas, ou seja, mais leucoplásicas. A exocitose foi observada nas LLO mais 

delgadas, e algumas vezes ulceradas e com sintomatologia dolorosa, porém 

esses dados não se constituíram como bons diferenciadores das duas LLO.  

Os eventos analisados de fenda subepitelial, projeções em dentes de serra 

e o derrame pigmentar foram observados com frequências semelhantes em 

ambas as LLO. Pelos resultados expostos na tabela 3 foi possível observar que a 

presença dos folículos linfóides foi mais comum (com significância estatística) em 

RLO-AD que em LPO(p<0,05). Similarmente a esses dados, também foi possível 

diferenciar a lesão da RLO-AD do LPO pela presença de infiltrado perivascular 

profundo que apresentou maior incidência nos casos de RLO-AD (p< 0,001).  
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Tabela 3 - Presença de achados histopatológicos estratificados pelo 
diagnóstico da lesão. 

 
 

 
 

Hiperqueratose 

Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 30 9 39 

  
p (1)  

<0,647* Ausente 0 0 0 
Total 30 9 39  

 
Hiperortoqueratose e 
hiperparaqueratose 

 
Total OR 

IC 
(95%) p-Valor LPO RLO-AD 

Presente 11 3 14 
1,1 0,2291

- 5,282 
p (1)  

<0,999* Presente 20 6 26 
Total 31 9 40** **Um caso de LPO 

apresentou hiperpara e 
hiperortoqueratose 

Acantose Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 11 4 15 

0,723 0,1599
- 3,276 

p (1)  
<0,481*   Ausente 19 5 24 

Total  30 9 39   
Atrofia epitelial Diagnóstico da 

lesão Total OR IC 
(95%) 

p-Valor 
LPO RLO-AD 

Presente 12 5 17 
0,533 0,1185

- 2,4 
p (1)  

<0,327* Ausente 18 4 22 
Total  30 9 39  

Fenda subepitelial focal Diagnóstico da 
lesão Total OR IC 

(95%) 
p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 21 6 27 

1,167 0,237 -
5,725 

p (1)  
<0,575* Ausente 9 3 12 

Total  30 9 39  
Projeção em dente de 
serra 

Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 19 7 26 

0,49 0,0868
- 2,806 

p (1)  
<0,352* Ausente 11 2 13 

Total  30 9 39  
 



77 

 

Continuação da tabela 3: 

Derrame pigmentar Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 19 6 25 

0,86 
0,1793
- 4,16 

p (1)  
<0,591*   Ausente 11 3 14 

Total  30 9 39  
Exocitose  Diagnóstico da 

lesão Total OR 
IC 

(95%) p-Valor 
LPO RLO-AD 

Ausente 13 4 17 
- - p (2)  

<0,6022 Presente leve 14 5 19 
Presente moderada 3 0 3 

Total  30 9 39  
Presença de folículo 
linfóide  

Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 3 4 7 

0,13 0,0162
, 1,165 

p (1)  
<0,036  Ausente 27 5 32 

Total  30 9 39  
Infiltrado inflamatório 
perivascular profundo 

Diagnóstico da 
lesão Total OR IC 

(95%) 
p-Valor 

LPO RLO-AD 
Presente 3 7 10 

0,31 
0,0044

-
0,2283 

p (1)  
<0,0001   Ausente 27 2 29 

Total  30 9 39  
Corpo de Civatte Diagnóstico da 

lesão Total OR IC 
(95%) 

p-Valor 
LPO RLO-AD 

Presente 20 7 27 
0,57 0,0999

- 3,272 
p (1)  

<0,424    Ausente 10 2 12 
Total  30 9 39  

 (*) – Nível de significância 5,0%. 
(1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher. 
(2) – Valor de p utilizando o Teste do X2. 
OR – Odds Ratio 
IC – Intervalo de confiança. 
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5.3 Resultados das análises do infiltrado inflamatório subepitelial e da 

espessura epitelial 

Na tabela 4 podem ser observadas as médias da espessura do infiltrado 

inflamatório subepitelial (IISE) localizado na lâmina própria, médias das áreas 

mais delgadas e médias das áreas mais espessas estratificadas pelo grupo de 

estudo de acordo com a presença de LPOou RLO-AD-c.  

A média da espessura do IISE para os 39 casos analisados foi 22,91µm 

(min.: 0,18; Max: 92,79; DP: 14,77). Similarmente aos resultados mostrados na 

tabela 4, foi possível observar que o IISE foi mais espesso nas lesões de RLO-AD 

(23,39 µm) do que no LPO (18,98 µm), entretanto após tratamento estatístico das 

médias morfométricas do IISE foi possível observar que essa medida não 

possibilitou diferenciar as LLO estudadas (p>0,05).  

Na análise morfométrica da espessura epitelial, os casos de LPO 

apresentaram epitélio mais espesso, visto que as áreas mais espessas e as áreas 

mais delgadas apresentaram médias maiores. Por outro lado, os casos de RLO-

AD apresentaram a espessura epitelial menor, visto que as áreas mais espessas e 

as áreas mais delgadas apresentaram médias menores. No entanto, as diferenças 

das médias de espessura epitelial do LPO e da RLO-AD não foram 

estatisticamente significantes (p>0,05).  
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Tabela 4 - Análises morfométricas das espessuras do infiltrado inflamatório, 
espessuras das áreas espessas e das áreas delgadas, estratificadas pelos grupos 
de estudos. 
 

Espessura Analisada Diagnóstico N Média do 
Rank (µm) 

Sumário 
dos 

Ranks 

p-
Valor(*) 

Espessura do infiltrado 
inflamatório subepitelial em 
banda (µm) 

LPO 30 18,98(1) 569,50  

p<0,309 RLO-AD 9 23,39(1) 210,50 

Total 39      

Áreas espessas do epitélio 
(µm) 

LPO 30 21,40(1) 642,00  

p<0,161  RLO-AD 9 15,33(1) 138,00 

Total 39      

Áreas delgadas do epitélio 
(µm) 

LPO 30 21,43(1) 643,00  

p<0,150  RLO-AD 9 15,22(1) 137,00 

Total 39      

(*) – Nível de significância 5,0%.  
(1) – As médias obtidas para cada variável foram submetidas à análise estatística pelo 
teste Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks.  

 

5.4 Resultados das análises imuno-histoquímicas 

Após a identificação das células imunomarcadas no IISE, a caracterização 

do infiltrado inflamatório foi realizada por meio da quantificação dos linfócitos T-

CD3+ (Figura 15 a,b), T-CD8+ (Figura 16 a,b), Linfócitos B (Figura 17 a,b), 

plasmócitos (Figura 18 a,b) e mastócitos (Figura 19 a,b). 
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Figura 15 – Linfócitos T CD3+ localizados no IISE. Estas células 
apresentam aspecto ovóide e núcleo deslocado perifericamente, em A: na RLO-
AD. B: LPO. (A e B: 1000x). 

 

 

Figura 16 – Linfócitos T CD8+ localizados no IISE. Estas células 
apresentam aspecto circular. A: RL-AD-c. B: no LPO (A: 1000x, B: 100x). 
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Figura 17 - Linfócitos CD20+ localizados no IISE. Estas células apresentam 
prolongamentos citoplasmáticos. A: na LPO e em B: no RLO-AD-c, porém em B 
nota-se maior marcação no tecido conjuntivo para as células indicando maior 
número linfócitos B no infiltrado inflamatório da RLO-AD (A e B: 1000x). 

 

 

Figura 18 - Plasmócitos localizados no IISE. A: RLO-AD (500x). B: LPO 
(1000x). 
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Figura 19 – Mastócitos localizados no IISE. Estas células apresentam 
prolongamentos citoplasmáticos. A: RLO-AD com citoplasma granuloso. B: no 
LPO citoplasma homogêneo (A e B: 1000x). 

 

Após a análise morfométrica das células positivas imunomarcadas foi 

possível observar que as lesões de RLO-AD apresentaram uma maior quantidade 

de linfócitos B (LB), contados no infiltrado inflamatório subepitelial em 1mm2, do 

que o LPO-c, e, portanto, a quantificação dessas células pode ser uma boa 

ferramenta para diferenciar as duas LLO e também evidencia uma maior 

participação dessas células no infiltrado inflamatório da RLO-AD (p<0,05). A 

quantidade de linfócitos T (T-CD3 e T-CD8), plasmócitos e mastócitos foi 

semelhante nas duas LLO (p>0,05); portanto, após a análise quantitativa dessas 

células, não foi possível diferenciar o LPO da RLO-AD (tabela 5). 
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Tabela 5 - Resultados de acordo com as leituras morfométricas, estratificadas 
pelos marcadores imuno-histoquímicos. 

 
Morfometria Diagnóstico N Média 

(células/mm2) 
Sumario 

dos Ranks 
p-Valor (*) 

Linfócitos T-
CD3+ 

LPO 30 19,18 575,50   

p (1)  <0,414 RLO-AD 9 22,72 204,50 

Total 39    

Linfócitos T-
CD8+ 

LPO 30 18,63 559,00  

p (1)  <0,172  RLO-AD 9 24,56 221,00 

Total 39    

Linfócitos B LPO 30 18,12 543,50  

p (1)  <0,050  RLO-AD 9 26,28 236,50 

Total 39    

Plasmócitos LPO 30 19,08 572,50  

p (1)  <0,310 RLO-AD 9 23,06 207,50 

Total 39    

Mastócitos LPO 30 20,28 608,50  

p (1)  <0,775  RLO-AD 9 19,06 171,50 

Total 39    

(*) – Nível de significância 5,0%. 
(1) – As médias obtidas para cada variável foram submetidas à análise estatística pelo 
teste Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks.  
 

Na análise da distribuição dos resultados imuno-histoquímicos para o 

anticorpo CD20, foi possível observar que houve distribuição normal das células 

CD20+ nos casos de LLO, estratificada pelos tipo de lesão (Figura 20). 
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Figura 20 – Blox plot da a distribuição normal dos resultados da imuno-

histoquímica do CD20 estratificada pela lesão. 
 

 

5.5 Resultados da análise da hipossalivação 

Após a seleção dos casos clássicos de LLO, foram selecionados 39 

voluntários provenientes do grupo 2, para compor o grupo 2.2, os quais foram 

cuidadosamente pareados com os pacientes dos subgrupos 1.1 e 1.2 de acordo 

com gênero e idade, que variou em mais ou menos cinco anos. 

Os resultados observados na tabela 6 evidenciaram que a hipossalivação 

foi fortemente associada à presença de LLO, visto que os portadores de LPO ou 

RLO-AD, apresentam mais chances de apresentar hipossalivação quando 

comparados com voluntários saudáveis. 
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Tabela 6 – Presença da hipossalivação, estratificado pelo grupo de estudos e 
grupo de controles para hipossalivação. 

 

Hipossalivação Diagnóstico 

Total OR 
IC 

(95%) p-Valor  Com LLO Sem 
doença 

Presente 34 (87,2%) 10 (25,7%) 44 
19,72 6,046 – 

64,32 
p (1)  

<0,001* Ausente 5 (12,8%) 29 (74,3%) 34 

Total  39 39 78  

(*) – Nível de significância 5,0%. 
(1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher. 
OR – Odds Ratio. 
IC – Intervalo de confiança. 
 

Na tabela 7 é possível observar que 34/39 (87,2%) dos pacientes 

portadores de LPO ou RLO-AD apresentaram hipossalivação. Contudo, quando os 

dados foram estratificados pelo diagnóstico da lesão, não houve diferença 

estatisticamente significante (p>0,05). 

Tabela 7 – Análise da hipossalivação estratificada pelo diagnóstico da 

lesão. 

Presença de 
Hipossalivação 

Diagnóstico da 
lesão Total OR 

IC 
(95%) p-Valor 

LPO RLO-AD 

Presente 27 7 34 
2,5 0,176

-26,7 p(1) < 0,64 
Ausente 3 2 5 

Total  30 9 39  

(*) – Nível de significância 5,0%. (1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher. 
OR – Odds Ratio. 
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5.6 Freqüência dos polimorfismos dos genes IL1-β, IL4, TNF-α e IL10 nos 

grupos 1 e 3 e sua correlação com a presença de LLO 

5.6.1 Polimorfismo do gene IL1- β 

Após a corrida eletroforética em gel de agarose a 3% corado com brometo 

de etídio (BE) a digestão da região de interesse do gene da IL1-β, o qual 

apresenta um sítio de restrição na sua região promotora na posição +3953, que foi 

clivado pela enzima Taq I, produziu dois fragmentos com 135pb e 114pb (alelo 1, 

+3953C) ou um único fragmento com 249pb (alelo 2, +3953T) (Figura 21).  

 

Figura 21 – Fotografia da digestão do gene IL1-β+3953C/T. Legenda: pb: 
pares de base, TT= homozigoto mutado, CC= homozigoto selvagem, 
CT=heterozigoto mutado, L= ladder. 
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A freqüência genotípica e dos alelos do polimorfismo do gene IL1- β na 

posição +3953 dos 100 voluntários do grupo 3 estão demonstradas na tabela 10. 

Nossa população analisada apresentou freqüência dos genótipos C/C, C/T e T/T 

de 62%, 31% e 7% para o polimorfismo IL1-β+3953, respectivamente. As 

freqüências dos alelos +3953C e +3953T encontradas foram 0,775 e 0,225, 

respectivamente. Todas as freqüências genotípicas dos genes IL1- β observadas 

estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EH-W). 

As frequências dos alelos e dos genótipos do gene IL1-β na posição +3953 

dos pacientes do grupo de portadores de LPO ou RLO-AD podem ser visualizadas 

na tabela 11. O grupo 1 (portadores de LLO) apresentou frequência dos genótipos 

CC, CT e TT para o polimorfismo do gene IL1-β de 64,1% (25/39), 30,8% (12/39) e 

5,1 (2/39) respectivamente, e as frequências dos alelos +3953C e +3953T 

encontradas foram 0,79 e 0,21 respectivamente. Não foram observadas diferenças 

na distribuição entre os genótipos observados e os genótipos esperados para os 3 

diferentes polimorfismos do gene IL1-β, demonstrando que estavam em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (EHW), como visto na Tabela 11. Esse resultado indicou que o 

grupo estudado é representativo da população permitindo de forma confiável a 

avaliação das frequências gênicas. 

5.6.2 Polimorfismo do gene IL4 

Após a incubação do gene da IL4, o qual apresenta um sítio de restrição na 

sua região promotora na posição -590, clivado pela enzima AvaII, foi possível 



88 

 

observar a presença do alelo 1 (-590C), o qual produziu um fragmento de 254pb, e 

a presença do alelo 2 (-590T), o qual produziu dois fragmentos, um de 184pb e 

outro de 114pb (Figura 22). 

 

Figura 22 – Fotografia da digestão do gene IL4 -590 C/T. Legenda: pb: 
pares de base, TT= homozigoto mutado, CC= homozigoto selvagem, 
CT=heterozigoto mutado, L= ladder.  

 
As frequências dos alelos e dos genótipos do gene IL4 na posição -590 dos 

100 voluntários do grupo 3 estão demonstradas na tabela 10. Esse apresentou 

frequências dos genótipos CC, CT e TT para o polimorfismo do gene IL4 -590 de 1 

(1%), 76 (76%) e 23 (23%), respectivamente. As frequências dos alelos -590C e -

590T encontradas foram 0,39 e 0,61, respectivamente. As frequências alélicas e 

genotípicas estavam em equilíbrio de Hardy-Weinber (EHW). 
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Similarmente, as frequências dos alelos e dos genótipos do gene IL4 na 

posição -590 dos indivíduos do grupo de pacientes portadores de LLO podem ser 

visualizadas na tabela 11. O grupo estudado apresentou uma frequência dos 

genótipos CC, CT e TT para o polimorfismo do gene IL4 -590 de 15,4% (6/39), 

64,1% (25/39) e 20,5% (8/39) respectivamente, e as frequências dos alelos -590C 

e -590T encontradas foram 0,4745 e 0,5235, respectivamente.  

5.6.3 Polimorfismo do gene TNF-α 

Os resultados da incubação do fragmento de 107 pares de base amplificado 

do gene TNF-α, o qual incorpora um sítio de restrição da enzima NcoI situado na 

posição -308 da sua região promotora, demonstraram dois alelos possíveis, o 

alelo 1 (TNF-308G) composto por dois fragmentos de 87bp e 20bp, e o alelo 2 

(TNF-308A) composto por fragmento único de 107bp (Figura 23). 
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Figura 23 – Fotografia da digestão do gene TNF-α -308 G/A. Legenda: pb: 
pares de base, AA= homozigoto mutado, GG= homozigoto selvagem, 
AG=heterozigoto mutado, L= ladder. 

 

A freqüência dos genótipos do polimorfismo TNF–308 dos 100 controles do 

grupo 3 foi GG 66%, GA 27% e AA 7% e estão demonstradas na tabela 10. As 

freqüências genotípicas e alélicas dos polimorfismos TNF–308G/A observadas 

estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). 

Similarmente, as frequências dos alelos e dos genótipos do gene TNF-α na 

posição -308 no grupo de pacientes portadores de LLO podem ser visualizadas na 

tabela 11. O grupo de pacientes com LLO apresentou frequência dos genótipos 

GG, GA e AA de 38,5% (15/39), 46,2% (18/39) e 15,2% (6/39) respectivamente, e 

as frequências dos alelos -308G e -308A encontradas foram 0,616 e 0,384.  

 



91 

 

5.6.4 Polimorfismo do gene IL10 

Após a amplificação gênica da IL10 e incubação do fragmento, que 

incorpora um sítio de restrição da enzima RsaI situado na posição -592 da região 

promotora do gene IL10, na corrida eletroforética foi possível observar que a 

presença do alelo 1 (-592A) produziu dois fragmentos, um de 236pb e outro de 

175pb, e a presença do alelo 2 (-592C) produziu um único fragmento de 412pb 

(Figura 24). 

 

Figura 24 – Fotografia da digestão do gene IL10 -592 A/C. Legenda: pb: 
pares de base, CC= homozigoto mutado, AA= homozigoto selvagem, 
AC=heterozigoto mutado, L= ladder.  

 

As frequências dos alelos e dos genótipos do gene IL10 na posição -592 

dos 100 doadores estudados estão demonstradas na tabela 8. O grupo 3 
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apresentou frequência dos genótipos AA, AC e CC para o polimorfismo do gene 

IL10 -592 de 1 (1%) 76 (76%) 23 (23%) respectivamente, e as frequências dos 

alelos -590C e -590T encontradas foram 0,64 e 0,27. As frequências alélicas e 

genotípicas estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). 

As frequências dos alelos e dos genótipos do gene IL10 na posição -592 

podem ser visualizadas na tabela 9. O grupo estudado apresentou uma frequência 

dos genótipos AA, AC e CC para o polimorfismo do gene IL10 -592 de 38 (38%), 

52 (52%), 10 (10%) respectivamente, e as frequências dos alelos -592A e -592C 

encontradas foram 0,205 e 0,795, respectivamente.  
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Tabela 8 – Freqüência genotípica dos polimorfismos gênicos IL1-β +3953C/T, -IL4 -590C/T, TNF-α -308G/A e IL10 -
592A/C na população controle constituída por doadores voluntários de sangue da região de Campinas (sudeste do 
Estado de São Paulo) (GRUPO CONTROLE CAUCASÓIDE). Análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg da freqüência 
gênica usando teste Chi-quadrado: DF=1, se p>0,05 está em EH-W. 
Polimorfismos Número observado (%) Número esperado 
Polimorfismo IL1-β +3953 C/T* N=100   
1.1 (CC) 62 (62,0%)  60,0625 
1.2 (CT) 31 (31,0%) 34,8750 
2.2 (TT) 07 (7,0%)  5,0625 
Alelo 1 (C) 0,7750 χ2=1,2345 
Alelo 2 (T) 0,2250 DF=1, p>0,05 
Polimorfismo IL4 -590 C/T N=100   
1.1 (CC) 1(1%) 0,025 
1.2 (CT) 76 (76%) 77,95 
2.2 (TT) 23 (23%) 22,05 
Alelo 1 (C) 0,39 Χ2 = 0.9722 
Alelo 2 (T) 0,61 DF= 1, p> 0,05  
Polimorfismo TNF-α -308 G/A* N=100   
1.1 (GG) 66 (66,0%)   63,2025 
1.2 (GA) 27 (27,0%)  32,5949 
2.2 (AA) 07 (7,0%)  4,2024 
Alelo 1 (G) 0,7950 χ2=2,9464 
Alelo 2 (A) 0,2049 DF=1, p>0,05 
Polimorfismo IL10 -592 A/C N=100   
1.1 (AA) 38 (38%) 36,4 
1.2 (AC) 52 (52%) 55,2 
2.2 (CC) 10 (10%) 8,4 
Alelo 1 (A) 0,64 Χ2 = 0,2691 
Alelo 2 (C) 0,27 DF= 1, p>0,05 
*Fonte: Carvalho, 2005. DF: Degree of Freedom. Χ2: Chi-quadrado.  
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Tabela 9 – Frequência genotípica dos polimorfismos gênicos IL1-β +3953 C/T, IL4 -590 C/T, TNF-α -308 G/A e IL10 -592 
A/C nos pacientes portadores de LLO (n=39). Análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg da freqüência gênica usando teste 
Chi-quadrado: se p< 0,05 não está em EHW. 

Genótipos Número observado % (n/N) 
Polimorfismo IL1-β +3953 C/T  
1.1 (CC) 64,1% (25/39)  
1.2 (CT) 30,8% (12/39)  
2.2 (TT) 5,1 (2/39) 
Alelo 1 (C) 0,79 
Alelo 2 (T) 0,21 
Polimorfismo IL1-4 -590 C/T  
1.1 (CC) 15,4% (6/39) 
1.2 (CT) 64,1% (25/39)  
2.2 (TT) 20,5% (8/39) 
Alelo 1 (C) 0,4745 
Alelo 2 (T) 0,5235 
Polimorfismo TNF-α -308 G/A  
1.1 (GG) 38,5% (15/39) 
1.2 (GA) 46,2% (18/39)  
2.2 (AA) 15,3% (6/39) 
Alelo 1 (G) 0,616 
Alelo 2 (A) 0,384 
Polimorfismo IL10 -592 A/C  
1.1 (AA) 5,1% (2/39) 
1.2 (AC) 30,8% (12/39)  
2.2 (CC) 64,1% (25/39) 
Alelo 1 (A) 0,205 
Alelo 2 (C) 0,795 
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5.6.5 Frequências dos genótipos nos grupos analisados correlacionados 

com a presença de LLO 

Os resultados descritivos das freqüências dos diferentes genótipos 

estudados e a presença de lesão estão demonstrados na Tabela 10. Os pacientes 

foram classificados nos fenótipos preditores de baixa e alta produção de 

interleucinas, de acordo com seus genótipos, com base em dados da literatura. 
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Tabela 10 - Frequências de genótipos da população estudo estratificadas pela presença ou ausência de lesão. 

Genótipo 
Polimorfismo IL1-β+ 3953C/T 

Sem lesão Com lesão 
Diagnóstico da lesão Total 

Controles 
Caucasóides 

LPO RLO-AD  

CC 53 19 6 78 
CT 40 10 2 52 
TT 7 1 1 9 

Total 100 30 9 139 
Fenótipo     

CC – baixo produtor 53\ 19 6 78 
CT + TT – alto produtor 47 11 3 61 

 
Genótipo 

Polimorfismo IL4-590 C/T 

 
Sem lesão 

 
Com lesão 

Diagnóstico da lesão 
Total 

Controles 
Caucasóides 

LPO RLO-AD  

CC 1 6 0 7 
CT 76 16 9 101 
TT 23 8 0 31 

Total 100 30 9 139 
Fenótipo     

CC – baixo produtor 1 6 0 7 
CT + TT – alto produtor 123 38 9 170 
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Continuação da Tabela 10: 

 

Genótipo 
Polimorfismo TNF-α -308 G/A 

Sem lesão Com lesão 
Diagnóstico da lesão 

Total 

Controles 
Caucasóides 

LPO RLO-AD  

GG 58 11 4 73 
GA 30 13 5 48 
AA 12 6 0 18 

Total 100 30 9 139 
Fenótipo     

GG – baixo produtor 58 11 4 73 
GA + AA – alto produtor 42 19 5 66 

 
Genótipo 

Polimorfismo IL10 -592 A/C 

 
Sem lesão 

 
Com lesão 

Diagnóstico da lesão 
Total 

Controles 
Caucasóides 

LPO RLO-AD  

AA 39 1 1 41 
AC 12 8 4 24 
CC 49 21 4 74 

Total 100 30 9 139 
Fenótipo     

AA – baixo produtor 39 1 1 41 
AC + CC – alto produtor 61 29 8 98 
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O genótipo IL1-β+3953TT associado com alta secreção de IL1-β foi 

encontrado um único caso expressando esse genótipo no grupo de pacientes 

portadores de LPO e um único caso no grupo de pacientes portadores de RLO-

AD-c. Após serem agrupados os genótipos IL1-β +3953TT e IL1-β +3953 CT, por 

estarem associados com maior secreção de IL1-β, não foi observada presença 

significante desses dois genótipos no grupo de pacientes que desenvolveu lesões 

liquenóides. Ou seja, de 39 pacientes analisados, 14 pacientes que expressaram 

os genótipos IL1-β +3953TT e IL1-β +3953CT apresentaram lesão liquenóide, seja 

ela LPO ou RLO-AD (X2 =0,1721, DF= 2; p=0,9175; Tabela 11). 

O genótipo IL4 -590TT associado com alta secreção de IL4 é similarmente 

muito raro na população da região de Campinas (sudoeste do Brasil) e em nosso 

grupo de pacientes foram encontrados oito casos expressando esse genótipo no 

grupo de pacientes portadores de LPO e nenhum caso no grupo de pacientes 

portadores de RLO-AD-c. Após serem agrupados os genótipos IL4 -590CT e IL4 -

590TT, por estarem associados com maior secreção de IL4, foi observada 

presença significante desses dois genótipos no grupo de pacientes que 

desenvolveu lesões liquenóides. Ou seja, de 39 pacientes analisados, 33 

pacientes que expressaram os genótipos IL4 -590CT e IL4 -590TT apresentaram 

lesão liquenóide oral, seja ela LPO ou RLO-AD, embora a chance de possuir o 

gene mutado seja baixa (p= 0.002; OR= 0,05; IC=0.0011-0,4945; Tabela 11). 

O genótipo TNF-α -308AA associado com alta secreção de TNF-α foi 

observado em 12 pacientes do grupo de controles,  seis portadores de LPO e 

nenhum caso no grupo de portadores de RLO-AD. Após serem agrupados os 
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genótipos -308GA e -308AA, por estarem associados com maior secreção de 

TNF-α, foi possível observar presença significante destes dois genótipos no grupo 

de pacientes que desenvolveu lesões liquenóides. Ou seja, de 39 pacientes 

analisados, 24 pacientes expressando os genótipos TNF-α -308GA e TNF-α -

308AA apresentaram LLO, seja ela LPO ou RLO-AD, esses dados apontam ainda 

que aqueles pacientes com o gene mutado apresentam 3,1 mais chances de 

possuírem LLO (p= 0,002909; OR= 3,106; IC= 1,351, 7,221; Tabela 11). 

O genótipo IL10 -592CC associado com alta secreção de foi encontrado em 

49 pacientes do grupo controle; 21 casos expressando esse genótipo no grupo de 

pacientes portadores de LPO e quatro casos no grupo de pacientes portadores de 

RLO-AD. Após serem agrupados os genótipos IL10 -592AC e IL10 -592CC, por 

estarem associados com maior secreção de IL10, foi possível observar presença 

significante desses dois genótipos no grupo de pacientes que desenvolveu LLO. 

Ou seja, de 39 pacientes analisados, 37 pacientes que expressaram os genótipos 

IL10 -592AC e IL10 -592CC apresentaram LLO, seja ela LPO ou RLO-AD. Esses 

resultados mostram ainda que pacientes com o gene mutado da IL10 na posição -

592 têm 11,3 vezes mais chances de serem portadores de LLO (p= 0,00003; 

OR=11,34; IC= 2,625, 101,3; Tabela 11). 
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Tabela 11 - Frequência genotípica e alélica dos polimorfismos gênicos IL1-β 
+3953 C/T, IL4 -590 C/T, TNF-α -308 G/A e IL10 -592 A/C população estudada 
comparando-se com indivíduos saudáveis (n=100) e estratificada pelo diagnóstico 
de LL (n=39).  

 

Polimorfismo 
Genes 

Genótipo Fenótipo 
provável 
associado 

População 
saudável 
N (%) 

Indivíduos 
com LLO 
N (%) 

Teste 
estatístico 

 
IL1-β+3953 C/T 

CC   62 (62,0)  25 (64,1) X2 =0,1721 
CT  31 (31,0) 12 (30,7) DF= 2 
TT   07 (7,0)  2 (5,2) p(2)=0,9175 

 
  

CC 
 
Baixo 
produtor 

 
62 (62,0) 

 
25 (64,1) 

 
p(1)= 0,4889 
OR=0,9137 
IC= 0,3886-
2,094 

 CT + TT  Alto 
produtor 

38 (38,0) 14 (35,9)  

 
IL4-590 C/T 

CC   1(1,0) 6 (15,3) X2 = 12,15 
CT   76 (76,0) 25 (64,1) DF= 2 
TT   23 (23) 8 (20,6) p(2)= 0,0022 

 
  

CC 
 
Baixo 
produtor 

 
1 (1,0) 

 
6 (15,3) 

 
p(1)= 0,002 
OR= 0,05 
IC=0,0011-
0,4945 

 CT + TT  Alto 
produtor 

99 (99,0) 33 (84,7)  
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Continuação da tabela 11: 

 
 
TNF-α-308 G/A 

GG   66 (66,0)   15 (38,4) X2 = 8,94 
GA   27 (27,0)  18 (46,3) DF= 2 
AA   07 (7,0)  6 (15,3) p(2)= 0,0114 

 
  

GG 
 
Baixo 
produtor 

 
66 (66,0) 

 
15 (38,4) 

 
p(1)= 0,002909 
OR= 3,106 
IC= 1,351-
7,221 

 GA + AA  Alto 
produtor 

34 (34,0) 24 (61,6)  

 
IL10-592 A/C 

AA   38 (38,0) 2 (5,2) X2 = 45,9 
AC   52 (52,0) 12 (30,7) DF= 2 
CC   10 (10,0) 25 (64,1) p(2)<0,0001 

 
  

AA 
 
Baixo 
produtor 

 
38 (38,0) 

 
2 (5,2) 

 
p(1)= 0,00003 
OR=11,34 
IC= 2,625, 
101,3 

 AC + CC  Alto 
produtor 

62 (62,0) 37 (94,8)  

(*) – Nível de significância 5,0% . 
(1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher. 
(2) – Valor de p utilizando o Teste do X2. 
OR – Odds Ratio. 
IC – Intervalo de confiança. 

 

Na tabela 12, estão apresentados os resultados dos polimorfismos 

analisados dos genes IL1-β, comparados com o grupo controle e estratificados 

pelo tipo de lesão, não houve diferenças significantes como fatores de influência 

no desenvolvimento do LPO (p>0,05). Os resultados dos polimorfismos analisados 

dos genes IL4, comparados com a população saudável e estratificados pelo tipo 

de lesão apresentaram diferenças significantes como fatores de influência no 

desenvolvimento do LPO (p<0,03). Similarmente, os resultados dos polimorfismos 
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TNF-α e IL10 também foram associados à presença do LPO quando comparados 

com pacientes saudáveis (TNF-α: p= 0,004; OR= 3,35; IC=1,327-8,687 e IL10: p= 

0,00007; OR=17,77; IC=2,674-744,7; Tabela 14). 

Com relação à comparação entre os genótipos do grupo controle e aqueles 

encontrados em pacientes portadores da RLO-AD-c, não foi possível observar a 

presença de diferenças estatisticamente significantes entre os polimorfismos da 

IL1-β, TNF-α ou IL4. Por outro lado, com relação à presença do alelo mutado C do 

gene na IL10 na posição -592 foram observadas diferenças significantes quando 

comparados com a população saudável (X2= 9,387; DF= 2; p= 0,009154). Quando 

agrupados os alelos AC e CC, os pacientes com RLO-AD apresentam 4,1 mais 

chance de possuir o alelo mutado, embora este achado não tenha sido 

estatisticamente significante a diferença quando agrupados e comparados com o 

grupo de pacientes saudáveis (p= 0,101; OR= 4,903; IC= 0,6095-223,2; Tabela 

12). 
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Tabela 12 - Frequência genotípica dos polimorfismos gênicos IL1-β +3953 C/T, IL4 -590 C/T , TNF-α -308 G/A e 
IL10 -592 A/C na população estudada comparando-se indivíduos saudáveis (n=100) e estratificadas pelo 
diagnóstico da lesão LPO (n=30) e RLO-AD (n=9).  

Polimorfismo 
Genes 

Genótipo Fenótipo 
provável 
associado 

População 
saudável 
N (%) 

Indivíduos 
LPO 
N (%) 

Teste 
estatístico 
 

Indivíduos  
RLO-AD 
N (%) 

Teste 
estatístico 

 
IL1-β +3953 C/T 

CC   62 (62,0)  19 (63,3)  
X2 =0,5506 

6 (66,0) X2 =0,4291 

CT  31 (31,0) 10 (33,3) DF=2 2 (22,0) DF=2 
TT  07 (7,0)  1 (3,4) p(2)=0,7593 1 (12,0) p(2)=0,8069 

 CC Baixo 
produtor 

62 (62,0) 19 (63,3)  6 (66,0)  

 CT + TT  Alto produtor 38 (38,0) 11(36,7) p(1)= 0,53 
OR= 0,944 
IC=0,364-
2,361 

3 (34,0) p(1)= 0,54 
OR= 0,815 
IC=0,1249-4,1 

 
IL4 -590 C/T 

CC   1(1,0) 6 (20,0) X2 = 17,28 0 (9,0) X2 = 2,77 
CT   76 (76,0) 16 (53,3) DF= 2 9 (9,0) DF= 2 
TT   23 (23) 8 (26,7) p(2)= 0,0001 0 (0,0) p(2)= 0,2503 

 CC Baixo 
produtor 

1 (1,0) 6 (20,0)  0 (0,0)  

 CT + TT  Alto produtor 99 (99,0) 24 (80,0) p(1)= 0,0005 
OR= 0,04 
IC=0,0008-
0.3678 

9 (100) p(1)= 0,91 
OR= - 
IC= - 
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Continuação da Tabela 12: 

 

 
TNF-α -308 G/A 

GG 
  

 66 (66,0)   11 (36,7)  
X2 = 9,253 

4 (44,0)  
X2 = 3,521 

GA   27 (27,0)  13 (43,3) DF= 2 5 (56,0) DF= 2 
 AA   07 (7,0)  6 (20,0) p(2)= 0,009 0 (0,0) p(2)= 0,1720 
 GG Baixo 

produtor 
66 (66,0) 11 (36,7)  4 (44,0)  

 GA + AA   
Alto produtor 

 
34 (34,0) 

 
19 (63,3) 

 
p(1)= 0,004 
OR= 3,35 
IC=1,327-
8,687 

5 (56,0) p(1)= 0,175 
OR= 2,426 
IC=0,4831- 12,95 

 
IL10 -592 A/C 

AA   38 (38,0) 1 (3,0)  
X2 = 47,29 

1 (12,0)  
X2 = 9,387 

AC   52 (52,0) 8 (27,0) DF= 2 4 (44,0) DF= 2 
CC   10 (10,0) 21 (70,0) p(2)= 

<0,000001 
4 (44,0) p(2)= 0,009154 

 AA Baixo produtor 38 (38,0) 1 (3,0)  1 (12,0)  
 AC + CC  Alto produtor 62 (62,0) 29 (97,0) p(1)= 0,00007 

OR=17,77  
IC=2,674-744,7 

8 (88,0) p(1)= 0,101 
OR= 4,903 
IC= 0,6095- 223,2 

(*) – Nível de significância 5,0%. 
(1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher. 
(2) – Valor de p utilizando o Teste do X2. 
OR – Odds Ratio. 
IC – Intervalo de confiança. 
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Os resultados dos polimorfismos analisados dos genes IL1-β, TNF-α e IL10 

estratificados pelo tipo de lesão não exibiram diferenças significantes que 

pudessem ser utilizados como fator de diferenciação entre as duas lesões. No 

entanto foram observadas diferenças significantes entre o LPO e a RLO-AD para o 

polimorfismo do gene da IL4 na posição -590 C/T, cujo alelo mutado estava 

fortemente associado à presença de LPO (p<0,03) (Tabela 13). 
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Tabela 13 - Frequência genotípica dos polimorfismos gênicos IL1-β +3953 C/T, IL4 -590 C/T , TNF-α -308 G/A e 
IL10 -592 A/C na população estudada estratificadas pelo diagnóstico da lesão LPO (n=30) e RLO-AD (n=9). (OR – 
Odds Ratio, 95% intervalo de confiança, Fteste - Fisher Teste e χ2 - Teste Chi-quadrado). 
 
Polimorfismo 
Genes 

Genótipo Fenótipo 
provável 
associado 

Indivíduos LPO 
N (%) 

Indivíduos  
RLO-AD 
N (%) 

Teste 
estatístico 

 
IL1-β +3953 C/T 

CC  19 (63,3) 6 (66,0) X2 = 1,106 
CT   10 (33,3) 2 (22,0) DF= 2 
TT   1 (3,4) 1 (12,0) p(2)= 0,5751 

 CC Baixo produtor 19 (63,3) 6 (66,0)  
 CT + TT  Alto produtor 11(36,7) 3 (34,0) p(1)= 0,59 

OR= 0,8636 
IC=0,1167- 
5,12 

 
IL4 -590 C/T 

CC   6 (20,0) 0 (9,0) X2 = 6,552 
CT   16 (53,3) 9 (9,0) DF= 2 
TT   8 (26,7) 0 (0,0) p(2)= 0,03778 

 CC Baixo produtor 6 (20,0) 0 (0,0)  
 CT + TT  Alto produtor 24 (80,0) 9 (100) p(1)= 0,1820 

OR= - 
IC= - 
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Continuação da Tabela 13: 
 
 
TNF-α -308 G/A 

GG  11 (36,7) 4 (44,0) X2 = 2,133 
GA   13 (43,3) 5 (56,0) DF= 2 
AA   6 (20,0) 0 (0,0) p(2)= 0,3442 

 GG Baixo produtor 11 (36,7) 4 (44,0)  
 GA + AA  Alto produtor 19 (63,3) 5 (56,0) p(1)= 0,48 

OR= 0,7237 
IC=0,1254-
4,504 

 
IL10 -592 A/C 

AA   1 (3,0) 1 (12,0) X2 = 2,233 
AC   8 (27,0) 4 (44,0) DF= 2 
CC   21 (70,0) 4 (44,0) p(2)= 0,3274 

 AA Baixo produtor 1 (3,0) 1 (12,0)   
 AC + CC  Alto produtor 29 (97,0) 8 (88,0) p(1)= 0,41 

OR=0,275 
IC=0,0034- 
24,34 

(*) – Nível de significância 5.0%  
(1) – Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher 
(2) – Valor de p utilizando o Teste do X2 
OR – Odds Ratio 
IC – Intervalo de confiança 
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5.7 Reavaliações dos casos do subgrupo 1.3 

Os 35 casos remanescentes foram excluídos da análise por não 

apresentarem critérios clínicos e/ou histopatológicos suficientes para serem 

considerados casos clássicos de LLO e após as análises adicionais dos 39 casos 

clássicos, esses foram reavaliados e de acordo com os achados clínicos, 

histopatológicos e de polimorfismos gênico.  

Os 35 casos remanescentes foram alocados no subgrupo 1.3 e reavaliados 

após o estabelecimento do perfil de LPO ou RLO-RAM. Desses, 4/35 casos foram 

excluídos totalmente das análises por se tratarem de ulceração inespecífica, um 

LPO-escleroso e dois casos de diagnóstico final de LVP.  

Os casos das duas pacientes que foram agrupadas no subgrupo 1.3, que 

inicialmente haviam sido diagnosticados como portadoras de LPO, chamaram 

atenção nesse trabalho, pois após cinco anos sem acompanhamento das lesões, 

foi possível observar alterações no padrão clínico e histopatológico das mesmas. 

As pacientes foram reavaliadas clinicamente e histopatologicamente e então foi 

possível observar que os dois casos se tratavam de leucoplasia verrucosa 

proliferativa (LVP). Uma das pacientes encontra-se em acompanhamento 

periódico da lesão e outra já desenvolveu um carcinoma espinocelular de esôfago. 

Outros dois casos não foram analisados por se tratarem de: um caso com 

diagnóstico inicial de LPO ulcerado e que apresentou características 

histopatológicas compatíveis com ulceração inespecífica sem os padrões clínico-

histopatológicos de lesão liquenóide e um caso de LPO-esclero-atrófico o qual não 
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possui os mesmos fatores etiopatogênicos do LPO-reticular e da RLO-RAM, 

portanto ao final da análise do subgrupo 1.3, foi possível reavaliar 31 casos de 

LLO. 

 Noutros treze casos (13/31) para os quais as amostras foram consideradas 

insuficientes foram analisados apenas no que diz respeito à presença de 

hipossalivação e presença de polimorfismos. Por fim, os 18 casos remanescentes 

foram submetidos às análises de hipossalivação, dezoito casos (18/31) passaram 

pelas análises clínicas e histopatológicas e presença de polimorfismos (tabela 14). 

Então foi possível observar que a presença de hipossalivação foi 

observada em 26/31 (89,7%) casos de portadores de LLO. A presença do alelo 

mutado da IL4-590CT foi observada em 15 casos de LLO.  

De posse desses perfis, foi possível reavaliar e prosseguir com o 

diagnóstico provável dos casos de LLO remanescentes. Foram analisados os 

seguintes eventos: presença de hipossalivação, demais achados 

histopatológicos e polimorfismos (Tabela 14). 
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Tabela 14. Resultados das reavaliações dos casos remanescentes após estabelecimento dos perfis do 

LPO e RLO-RAM. 

ID do 
caso 

Diagnóstico 

Inicial 

Hipossalivação Lesões 
estriadas 
bilaterais 

Infiltrado 
perivascular 

profundo 

Corpo de 
Civatte 

Alelo 
mutado 

IL4  

Provável 
Diagnóstico 

final 

4 LPO NA 0 NA NA NA Ulceração 
inespecífica 

32 LPO-
escleroso 

NA 0 NA NA NA LPO-
escleroso 

LVP1 LPO NA 0 NA NA NA LVP 

LVP2 LPO NA 0 NA NA NA LVP 

7 LPO 1 1 NA NA 1 LPO 

19 RLO 0 0 NA NA 1 RLO 

20 LPO 1 1 NA NA 1 LPO 

30 RLO 1 1 NA NA 1 LPO 

33 RLO 1 0 NA NA 0 RLO 

34 LPO 0 1 NA NA 1 LPO 

37 LPO 1 1 NA NA 0 LPO 
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Continuação da tabela 14: 

42 LPO 1 1 NA NA 0 LPO 

43 RLO 1 0 NA NA 1 RLO 

56 LPO 1 1 NA NA 1 LPO 

60 LPO 1 1 NA NA 1 LPO 

62 LPO 1 1 NA NA 1 LPO 

68 LPO 1 1 NA NA 1 LPO 

2 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

3 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

6 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

18 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

22 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

36 LPO 1 1 0 1 0 LPO 

39 RLO 1 0 0 1 0 RLO 
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Continuação da tabela 14: 

 

45 LPO 0 1 0 0 1 LPO 

49 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

50 LPO 1 1 1 0 1 LPO 

52 LPO 1 1 0 1 1 LPO 

54 LPO 1 1 0 1 1 LPO 

55 LPO 1 1 0 0 0 LPO 

57 RLO 1 0 1 1 0 RLO 

58 LPO 1 0 1 1 0 LPO 

59 LPO 1 1 0 0 1 LPO 

63 LPO 1 0 0 0 1 LPO 

69 LPO 1 0 0 0 0 RLO 

 
Legenda: NA= caso não avaliado 
                  LVP= Leucoplasia verrucosa proliferativa / LPO= Líquen Plano Oral / RLO= Reação liquenóide 

     0= ausente 
                  1= presente 
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6 DISCUSSÃO  

  

As doenças imunologicamente mediadas (DAI) com manifestação oral, 

como as lesões liquenóides orais (LLO), representam entidades de particular 

interesse à Estomatologia/Patologia Bucal. As DAI que se manifestam na pele e 

mucosas, tradicionalmente se manifestam com padrões clínico-patológicos 

reconhecidos como lesões liquenóides (Pinkus, 1973; Sontheimer, 2009). Sabe-se 

que essas lesões, como o líquen plano oral (LPO) (Al-Hashimi et al., 2007) e a 

reação liquenóide oral associada ao amálgama dental (RLO-AD) (Finne et al., 

1982; Lind et al.,1986; Östman; Anneroth & Skoglund, 1996; Steffen & Dupree, 

2004; Aguirre-Urizar, 2008; Cobos-Fuentes et al., 2009; Müller, 2011), podem 

apresentar características clínicas e histopatológicas muito semelhantes (DeRossi 

& Ciarrocca, 2005). Portanto podem ser agrupadas em estudo único, que permita 

compreensão mais adequada das suas etiopatogenias de modo a possibilitar o 

manejo clínico mais adequado. 

Os portadores dessas DAI que sem manifestam com LLO podem 

apresentar a sintomatologia da boca seca (BS) (Atkinson & Wu, 1994; Scully, 

2003). Os sinais clínicos da BS, em pacientes portadores de DAI são em geral, 

decorrentes de hipofunção salivar, possivelmente relacionada à descarga de 

interleucinas, que podem afetar a produção de saliva das glândulas salivares 

menores, como ocorre, por exemplo, na síndrome de Sjögren e na DECHc (Bron, 

1994; Gratwohl et al., 1995; Al-Hashimi et al., 2007; DeRossi & Ciarrocca, 2005; 
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Aiko et al., 2010). No entanto, os dados referentes à sintomatologia de BS e sua 

relação com as DAI com manifestações de LLO são controversos (Colquhoun & 

Ferguson, 2004; Aliko et al., 2010), visto que as causas da BS são multifatoriai. 

Como exemplo podem ser citados fatores psicogênicos, estresse, ansiedade 

(Holmstrup; Schiotz; Westengaard, 1990; Eisen, 2002; Osailan et al., 2011), dentre 

outros, como fatores relacionados à senilidade (Ben-Aryeh et al., 1985; Nederfors, 

2000; Nayak et al., 2004), e em mulheres decorrente de fatores associados à 

disfunção hormonal e/ou uso de medicamentos específicos (Nederfors, 2000; 

Schein et al., 1999). Por esses motivos, no presente estudo foi analisado o fluxo 

salivar nos portadores de LLO e comparado à produção de saliva de controles 

saudáveis, com a finalidade de avaliar a hipossalivação de acordo com os critérios 

pré-estabelecidos por Krasse (1986).  A hipossalivação apresentou uma elevada 

frequência nos pacientes portadores de LLO, quando comparada com a 

frequência da hipossalivação em pacientes controles saudáveis. Portanto, a 

presença da LLO, seja ela o LPO ou a RLO-AD, apresenta 19.72 vezes para a 

hipossalivação do que pessoas livres de doença. Esse fenômeno foi, portanto 

freqüente em portadores de LPO e RLO-AD, do que em pacientes saudáveis.  

Vale ressaltar ainda que os pacientes eleitos para este estudo não faziam 

uso de medicamentos que pudessem ser associados aos fenômenos de BS e/ou 

alterações bucais, como os fármacos descritos em estudos prévios (Scully et al., 

1998; Scully & Bagán, 2004; Torgerson et al., 2007). Portanto, no presente estudo 

pode-se perceber que essa associação entre a hipossalivação nos portadores de 
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LLO provavelmente pode ser decorrente das suas condições bucais inatas 

associadas aos fatores psicossomáticos. 

Resultados de um estudo prévio mostraram que pacientes com artrite 

reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico e esclrerose sistêmica têm maior 

predisposição de doença mucosa oral do que a população saudável (Aliko et al., 

2010). Portanto, além dos sintomas de BS, os portadores de DAI, podem 

apresentar clinicamente LLO, as quais são lesões brancas estriadas que podem 

estar ou não associadas a outras sintomatologias. Apesar de todos os voluntários 

portadores de LLO que participaram do estudo em questão terem apresentado 

lesões brancas estriadas, os mesmos não eram portadores de nenhuma DAI. 

Portanto, as suas lesões liquenóides não foram associadas à presença de DAI.  

As LLO possuem incidência importante em indivíduos de 53 anos, com uma 

maior predileção por pacientes do gênero feminino numa proporção 2:1 (Xue et 

al., 2005; Ingafou et al., 2006). Nos resultados obtidos desse estudo foi observado 

que dos 39 casos analisados, 27 (69%) eram pacientes do gênero feminino e 12 

(31%) eram pacientes do gênero masculino, portanto observou-se prevalência 

maior em pacientes do gênero feminino na proporção 3:1, comparada com a 

prevalência e pacientes do gênero masculino, esses resultados corroboram com 

os relatos da literatura (Xue et al., 2005; Ingafou et al., 2006). Além dos dados de 

incidência em gêneros diferentes, foi observado que a média de idade dos 39 

pacientes analisados foi de 53,13 anos (mínima: 28; máxima: 82; DP: 11,08), e 

esses dados foram concordantes com a literatura consultada visto que foi 
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observada uma maior incidência de LLO em pacientes do gênero feminino e com 

idade média de 53 anos.  

Após estratificação pelo diagnóstico das LLO, os dados do estudo foram 

corroborantes com aqueles descritos na literatura consultada (Xue et al., 2005; 

Ingafou et al., 2006), visto que foi observada uma maior incidência de LPO. Foram 

observados 30 casos de LPO, desses 10 em pacientes do gênero masculino e 20 

em pacientes do gênero feminino, ou seja, uma proporção de 2:1. Foram 

observados 9 casos de RLO-AD, distribuídos da seguinte forma: 2 casos 

ocorreram em pacientes do gênero masculino e 7 ocorreram em pacientes do 

gênero feminino. Foi possível observar que as LLO afetaram mais pacientes do 

gênero feminino, com médias de idade de 53,9 anos, para os portadores de LPO, 

e 50,4 anos a média de idade dos portadores de RLO-AD-c, similar aos dados 

descritos na literatura (Axéll; Rundquist, 1987; Kovac-Kovacic; Skaleric, 2000; 

Espinoza et al., 2003; Al-Hashimi et al., 2007). 

 O líquen plano (LP) é uma doença auto-imune crônica, mucocutânea que 

afeta a mucosa oral, pele, mucosas genitais, unhas e o couro cabeludo (Sugerman 

et al., 2002). Relatos sobre a presença e prevalência de LP com manifestações 

orais, reconhecidas como LPO, foram descritas como lesões orais estriadas 

brancas e acizentadas (Samman; 1956; Warin et al., 1958; van der Meij & van der 

Waal, 2003; Ismail et al., 2007). Essas lesões são semelhantes àquelas 

encontradas em portadores de lesões justapostas às restaurações de amálgama 

(Finne et al., 1982; Lind et al.,1986; Östman et al., 1996; Steffen & Dupree, 2004; 
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Aguirre-Urizar, 2008; Cobos-Fuentes et al., 2009; Müller, 2011). Portanto, os 

pacientes eleitos para compor o grupo de portadores de LLO apresentaram lesões 

brancas e estriadas, com aspecto liquenóide, semelhante às descrições prévias 

dessas lesões. 

Sabe-se que a prevalência do LPO é descrita com valores que variam de 

0,1 a 11% a depender da população estudada (Axéll & Rundquist, 1987; Kleinman 

et al., 1991; Scully et al., 1998; Kovac-Kovacic & Skaleric, 2000; Espinoza et al., 

2003; Bornstein et al., 2006; Lodi et al., 2005; Rosa, 2007; Al-Hashimi et al., 2007; 

McCartan; Healy, 2008; Souza & Rosa, 2008). Embora seja observada aparente 

falta de concordância entre os dados epidemiológicos nesses estudos de 

prevalência, todos concordam que o LPO é mais prevalente do que as RLO, as 

quais apresentam incidência na ordem de 1% (Franklin & Jones, 2006), em 

especial, as RLO-AD (Scully et al. 1998; Lodi et al., 2005; Al-Hashimi et al., 2007).  

No presente estudo, foi observada uma prevalência de 16,8% (n=30/178) de 

pacientes portadores de LPO e uma incidência de 5% (n=9/178) de casos de 

RLO-AD, dados esses discordantes da literatura consultada. Por outro lado, foi 

possível observar maior frequência do LPO do que a RLO-AD e sendo assim, 

esses dados corroboram com a literatura com relação à maior incidência do LPO 

(Bornstein et al., 2006; Franklin & Jones, 2006; McCartan & Healy, 2008).  

O diagnóstico do LPO, assim como o da RLO, é baseado em suas 

aparências clínicas e posteriormente confirmado por uma biópsia e análises 

histopatológicas (Edwards & Kelsch, 2002; Eisen et al., 2005). No entanto, 

diagnóstico diferencial clínico do LPO reticular deve ser feito com as RLO não 
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associadas a fatores locais, e vice-versa, e com as lesões potencialmente 

malignizáveis (LPM) da cavidade oral, as quais clinicamente podem apresentar-se 

como estrias ou placas branco-acizentadas. De fato, as RLO podem ser 

confundidas com LPM em estágios iniciais, porque estas podem apresentar-se 

como lesões com padrão clínico liquenóide e no exame histopatológico não 

apresentam atipias epiteliais. No entanto, durante a sua evolução, podem 

apresentar mudança nos aspectos clínicos e histopatológicos e, posteriormente, 

serem diagnosticadas como uma LPM (Van der Meij; Mast; Van der Waal, 2007). 

No presente estudo, dentre os pacientes participantes dessa pesquisa, foram 

observados dois casos de lesões que foram previamente diagnosticadas 

histologicamente como “compatíveis com LPO”. No entanto, após cinco anos, os 

pacioentes retornaram e suas lesões orais foram diagnosticadas como LVP, que é 

atualmente considerada uma lesão com alto poder de transformação maligna 

(Eisen et al., 2005; Gouvêa et al., 2010). Em um desses casos, houve a 

transformação maligna das lesões de orofaringe e atualmente a paciente 

encontra-se em tratamento de um carcinoma espinocelular (CEC) nesta região.  

Esse fato demonstra a constante preocupação em se fazer o 

acompanhamento destas lesões que não obecedem aos critérios estritos clínico-

patológicos para o LPO ou RLO-AD, que são lesões benignas (Lind et al., 1986; 

Thornhill et al., 2006; Müller, 2011). Portanto, é ratificada a necessidade de 

acompanhamento rigoroso das lesões com características clínicas liquenóide, e 

mais ainda, atenção para aquelas com alterações displásicas nos achados 

histológicos (Lind et al., 1986; Lanfranchi-Tiziera; Aguas; Sano, 2003; Epstein et 
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al., 2003; Al-Hashimi et al., 2007; Warnakulasuriya; Johnson; van der Waal, 2007; 

van der Waal, 2009; Virdi et al., 2010; Müller, 2011). 

Outros hábitos como o tabagismo, podem ter implicações prognósticas 

sobre o desenvolvimento de lesões potencialmente malignizáveis e malignas da 

cavidade oral e devem ser levados em consideração (WHO, 1978; De Jong et al., 

1984; Ismail et al., 2007; Souza; Rosa, 2008; Cortés-Ramírez, 2010). Entretanto, 

nas duas pacientes que desenvolveram lesões displásicas, com diagnóstico de 

LVP, não havia associação com fatores predisponentes ao CEC oral. 

Há relatos na literatura sobre transformação maligna das LLO e, em 

especial, do LPO em CEC oral (Ismail et al., 2007; Souza; Rosa, 2008; Cortés-

Ramírez, 2010), embora esse tema ainda seja extremamente controverso. Após a 

análise histopatológica, não foi observada transformação maligna nos casos 

clássicos de LLO selecionados no presente estudo, pelo seguimento e nenhum 

dos casos apresentou alterações epiteliais displásicas. 

Os critérios de diagnóstico clínico das RLO-AD incluem, principalmente, a 

presença do fator causal aparente justaposto ou relacionado ao aparecimento das 

lesões estriadas (Muller, 2011). Quando da remoção do fator causal a resolução 

da lesão clínica pode ocorrer (DeRossi & Greenberg, 1998; Ostman et al., 1996; 

Dunschen et al., 2003; Issa et al., 2005; Thornhill et al., 2006). Clinicamente, as 

RLO-AD são semelhantes ao LPO. No entanto, durante o exame físico intra-oral é 

possível visualizar a estreita relação entre uma restauração de amálgama e, a 

lesão estriada, localizada justaposta ao material restaurador de prata (Aggarwal et 
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al., 2010). Em geral, essas lesões não apresentam o aspecto simétrico encontrado 

no LPO (Müller, 2011). Os casos de RLO-AD selecionados para compor o grupo 

1.2 foram cuidadosamente analisados e foi observada a presença da lesão 

liquenóide em íntima relação com uma restauração de amálgama de prata. 

Contudo, sabe-se que, atualmente, não há nenhum método de confiança 

para distinguir o LPO das RLO. Portanto, muitos estudos e revisões têm apontado 

características clínico-patológicas na tentativa de diferenciar essas duas lesões, 

em virtude de possuírem prognósticos completamente diferentes (Lanfranchi-

Tiziera et al., 2003; Al-Hashimi et al., 2007; Van der Meij et al., 2007; do Prado et 

al., 2009). Como padrão ouro de diagnóstico das LLO, foram sugeridos os critérios 

de diagnóstico das LLO da Organização Mundial de Saúde (CDx-LLO-OMS) (van 

der Meij & van der Waal, 2003; Al-Hashimi et al., 2007), os quais foram adotados 

para a seleção dos casos clássicos do presente estudo. Portanto, com base 

nesses critérios, dos 74 pacientes portadores de LLO convocados, foram 

selecionados apenas 39 casos de LLO, que seriam lesões consideradas como 

“padrão” para as análises realizadas.  

Clinicamente, o LPO e a RLO-AD são muito semelhantes e possuem, como 

características marcantes, a presença de lesões bancas com estriações, que 

podem ser ulceradas e/ou em placa. De acordo com os critérios da OMS (Van der 

Meiji et al., 2003; Thornhill et al., 2006; Al-Hashimi et al., 2007) essas 

características clínicas podem auxiliar no diagnóstico das LLO. Os resultados 

obtidos no presente trabalho mostraram que, relativo aos critérios clínicos da 

OMS, os 39 casos selecionados e avaliados apresentaram um padrão reticular e 
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estriado. As lesões brancas liquenóides bilaterais simétricas e localizadas em 

mucosa jugal, foram observadas nos casos de LPO, as lesões assimétricas e 

justapostas a uma restauração de amálgama foram observadas nos casos de 

RLO-AD. Portanto, a presença de indicativos clínicos como lesões bilaterais na 

mucosa jugal, pode ser critério clínico adequado para a diferenciação entre o LPO 

e a RLO-AD, além disso, a presença de lesão justaposta a um material 

restaurador, pode ser considerada forte característica das RLO-AD esses dados 

foram semelhantes àqueles descritos na literatura (Thornhill et al., 2006).  

A presença de ulcerações também é um critério clínico adotado pela OMS 

(Van der Meiji et al., 2003; Thornhill et al., 2006; Al-Hashimi et al., 2007), esse 

evento foi analisado e relacionadas com as LLO do presente estudo e foi possível 

observar que as ulcerações estavam presentes em 16 casos de LLO. Desses, 13 

tiveram diagnóstico de LPO e 3 tiveram diagnóstico de RLO-AD. 

Os critérios histopatológicos da OMS contemplam a presença de infiltrado 

inflamatório subepitelial em banda (IISEB), degeneração hidrópica da camada 

basal e ausência de displasia epitelial (Van der Meiji et al., 2003; Thornhill et al., 

2006; Al-Hashimi et al., 2007). Os dados da presença do IISEB foram observados 

em 38 casos, assim como a degeneração hidrópica da camada basal e, por fim, 

nenhum dos casos apresentava qualquer nível de displasia. Portanto, foi possível 

observar por meio das análises descritivas que os critérios histológicos foram 

muito semelhantes entre as duas lesões, seja LPO ou RLO-AD, como descrito por 

van der Meij; van der Waal (2003) e Thornhill et al. (2006). 
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Os demais achados histológicos analisados foram: hiperqueratose 

(hiperortoqueratose e hiperparaqueratose), acantose, atrofia epitelial, fenda 

subepitelial focal, projeção em dente de serra, derrame pigmentar, exocitose e 

presença de folículo linfóide, infiltrado inflamatório perivascular profundo e 

presença de corpo de Civatte. Todos esses eventos celulares estavam presentes 

nos casos de LPO e RLO-AD-c, conforme previamente descritos (Kramer et al., 

1978; McCartan; McCreary, 1997; Scully, 1999; Eisenberg, 2000). 

Além dos achados clínicos, existem características histológicas fortemente 

associadas às LLO. Algumas características histológicas são determinantes e 

outras são descriminantes entre as lesões do LPO e das RLO-AD (Thornhill et al., 

2006). De acordo com os resultados dos pesquisadores, as características 

determinantes para as duas LLO são: hiper orto ou paraqueratose, degeneração 

liquefativa da camada basal, e a presença de linfócitos e histiócitos no infiltrado 

inflamatório subepitelial em banda (IISEB). Os resultados do presente estudo 

mostraram que as LLO analisadas apresentavam hiperorto/paraqueratose e 

presença de linfócitos em abundância no IISEB em igual proporção. Com base na 

literatura consultada, as características mais signtificantes para as RLO-AD são: 1) 

a presença de infiltrado inflamatório localizado superficialmento ou profundo em 

algumas ou todas as áreas, 2) infiltrado inflamatório perivascular, 3) plasmócitos 

no infiltrado inflamatório presente no tecido conjuntivo, 4) neutrófilos no infiltrado 

inflamatório presente no tecido conjuntivo. No LPO essas características estão 

ausentes. No presente estudo, a presença de folículos linfóides e o infiltrado 
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inflamatório perivascular profundo foram características fortemente associadas à 

RLO-AD-c, semelhante aos dados descritos na literatura (Thornhill et al., 2006). 

Os dados da literatura mostram que no LPO o epitélio é mais espesso do 

que nas RLO (Scully, 1999; Eisenberg, 2000), similarmente, aos resultados da 

análise da espessura epitelial do presente estudo que mostraram que as lesões de 

LPO apresentaram epitélio mais espesso do que as lesões de RLO-AD. No 

entanto, após análise estatística, não foi possível diferenciar as lesões de LPO ou 

RLO-AD por meio da espessura epitelial. Os dados da correlação cínica e 

histopatológica revelaram que as presenças da hiperorto ou - paraqueratoses 

estavam associadas às LLO clinicamente mais espessas, ou seja, mais 

leucoplásicas. A presença de exocitose foi associada às lesões atróficas, 

ulceradas e com sintomatologia dolorosa, comumente presente em pacientes com 

LLO semelhante ao relatado na literatura consultada (Ismail et al., 2007). 

A presença do infiltrado profundo é uma característica fortemente associada 

ao diagnóstico de RLO (Thornhill et al., 2006). Os resultados do presente estudo 

relativos à espessura do IISE demonstraram que essa média do IISE nos 39 casos 

analisados foi de 22,91µm (min: 0,18; máx: 92,79; DP: 14,77). Após estratificar 

pelo diagnóstido da LLO, foi possível observar que a média da espessura do 

infiltrado inflamatório subepitelial foi maior nas lesões das RLO-AD (23,39 µm) do 

que no LPO (18,98 µm). Não foi observada diferença estatisticamente significante 

na espessura do infiltrado inflamatório entre os dois grupos. Os resultados do 

presente estudo são semelhantes àqueles encontrados na literatura consultada, 
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portanto, quanto mais profundo o infiltrado inflamatório subepitelial, mais provável 

que o diagnóstico final seja de RLO (Thornhill et al., 2006). 

O LPO é uma doença mucocutânea com padrão autoimune mediada por 

linfócitos T (LT) e as RLO-AD são reações de hipersensibilidade mediadas por LB 

e LT. Linfócitos B e T atuam na patogênese de muitas doenças autoimunes (DAI), 

dentre elas o LPO e a RLO-AD. Os linfócitos B são células responsáveis pela 

produção de citocinas inflamatórias (CI), como por exemplo, a IL-10. Essa CI atua 

nas células B dos centros germinativos aumentando a expressão do gene bcl-2, 

prevenindo deste modo a apoptose de células B auto-reativas, o que poderia 

facilitar das manifestações autoimunes (Moore et al., 2001, Carvalho, 2005). Os 

resultados do presente estudo mostram que os linfócitos B imunomarcados foram 

mais numerosos em lesões de RLO-AD, quando comparados às do LPO. 

Portanto, esse dado constituiu um bom marcador para diferenciar as duas LLO. 

Além disso, foi possível relacionar esse dado da imuno-histoquímica com a 

presença do alelo mutado da IL-10, visto que essa mutação estava presente em 

portadores de LLO. 

Plasmócitos estão presentes no infiltrado inflamatório das lesões  do LPO 

clinicamente ulceradas ou não, ou com a presença da co-infecção por Candida 

albicans, visto que estas situações estão associadas ao recrutamento dos 

plamócitos e neutrófilos, encontrados no exame histopatógico de lesões do LPO 

(Thorrhill et al., 2006). Os dados do presente estudo foram consistentes no que diz 

respeito à presença do infiltrado inflamatório com plasmócitos em ambas as LLO, 
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presente nas lesões ulceradas, porém não co-infectadas por Candida albicans. 

Entretanto, as duas LLO apresentaram quantidades semelhantes dessas células, 

e esse fato não possibilitou a diferenciação entre as duas lesões. 

Foi descrita a presença de maior número de mastócitos no LPO, em 

comparação à mucosa oral normal (Jontell et al., 1986). Essas células ficam 

dispostas, principalmente, no tecido conjuntivo profundo (Zhao et al., 1998). Os 

dados de estudos prévios, relativos a análises quantitativas dessas células, não 

evidenciaram diferenças quantitativas nas contagens de mastócitos presentes no 

infiltrado inflamatório do LPO e das RLO (Jahanshahi & Aminzadeh, 2010). 

Similarmente, os resultados quantitativos do presente estudo mostraram 

quantidades semelhantes dessas células no infiltrado inflamatório subepitelial das 

duas LLO analisadas. Portanto a contagem de mastócitos não deve ser utilizada 

para a diferenciação destas duas LLO. 

Os polimorfismos dos genes, nos pacientes analisados, foram classificados 

nos fenótipos preditores de baixa e alta produção de interleucinas, de acordo com 

seus genótipos, com base em dados da literatura (Pociot et al., 1992; Wilson et al., 

1992; Fishman et al., 1998; Hurme & Santtila, 1998; Smith & Humphries, 2009). 

Em resumo, os resultados dos polimorfismos analisados dos genes IL1-β, TNF-α e 

IL10, foram estratificados pelo tipo de lesão, e não exibiram diferenças 

significantes de forma que permitisse seu uso como fator de diferenciação entre as 

duas lesões. No entanto foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes no polimorfismo do gene da IL-4 na posição -590 C/T. O alelo -590T 
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estava fortemente associado ao LPO quando comparada com a freqüência do 

alelo mutado em pacientes portadores de RLO-AD. Portanto esse polimorfismo 

pode se constituir um perfil frequente em pacientes portadores de LPO. 

O genótipo IL1-β+3953TT é raro e associado à alta secreção de IL1-β 

(Carvalho, 2001). Além disso, é um polimorfismo que foi associado a diferentes 

doenças, como por exemplo, as DAI, infecciosas, ou outras doenças com o 

componente inflamatório relevante (Kornman et al., 1997; Gore et al., 1998). No 

presente estudo foi observada a ocorrência de um único caso no subgrupo 1.1, de 

um único caso no subgrupo 1.2 e de um único caso no grupo 3. Esses dados são 

concordantes com a literatura no que diz respeito à raridade da ocorrência do 

gene polimórfico (Carvalho, 2001). Também a presença desse polimorfismo, não 

foi observada com frequência nos portadores de LLO do presente estudo.  

Similarmente, genótipo polimórfico da IL4 está associado com alta secreção 

de interleucina-4 (Bai et al., 2010). Essa citocina regula as reações imunes 

mediadas pela IgE e pelas células como mastócitos e eosinófilos, que atuam como 

fator de crescimento e diferenciação das células Th2 (Friedman; Weiner 1994; 

Hancock et. al, 1994; Ribeiro et al. 2010). A superexpressão da IL4 foi avaliada 

nos queratinócitos e em células provenientes do infiltrado inflamatório de 

pacientes com LPO, e observou-se aumento na produção desta IL4 (Yamamoto; 

Osaki, 1995). Por outro lado, a presença dos polimorfismos do gene IL4 parecem 

ter uma influência protetora sobre os sintomas referidos pelos portadores de LPO, 

uma vez que estavam associados às formas mais brandas da doença (Bai et al., 
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2008). No presente estudo os resultados são concordantes com aqueles descritos 

por Yamamoto & Osaki, pois foi observada a presença significante dos genótipos 

mutados da IL4 no grupo de portadores de LLO com padrão estriado 

(provenientes de uma amostra da população brasileira), que podem estar 

asociados à presença de mastócitos identificados no IISE e corados pela IHQ. 

O TNF- é um mediador primário da resposta inflamatória que atua na 

patogênese das DAI, pois é associado ao recrutamento e diferenciação dos LT e 

LB, presença de centros germinativos ricos em LB, recrutamento e diferenciação 

de L-Th2 e monócitos (Makhatadze, 1998; Hoffstedt et al., 2000). Carrozzo e et al., 

(2004) relataram que o aumento na freqüência do polimorfismo -308G/A parece 

contribuir para o desenvolvimento de LPO, por conta do aumento da síntese da 

citocina TNF-α. Similarmente, pacientes brasileiros com líquen plano oral 

apresentaram uma freqüência significantemente maior de polimorfismo do TNF-α–

308 (G/A), quando comparada com indivíduos sem a doença (Xavier et al., 2007). 

Os resultados observados nesse estudo mostraram que o genótipo TNF-α -308AA 

mutado foi observado em portadores de LLO.  

Nos humanos, a interleucina-10 (IL10) é produzida nos linfócitos B (LB), L-

Th2 e nos monócitos. Assim como a IL4, a IL10 atua no recrutamento e na 

maturação de linfócitos-TCD8 (linfócitos Th2), maturação de mastócitos e exercem 

influências positivas sobre os mecanismos de apoptose de queratinócitos (Moore 

et al., 2001). A IL10 também está, em alguns casos, referida como potente 

supressora do sistema imunológico dos seres humanos, que poderia representar 
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fator protetor ou anti-inflamatório (Sivula et al., 2009). Entretanto, a IL10 também é 

relacionada a efeitos estimulatórios do sistema imunológico (Reitamo et al., 1994; 

Moore et al., 2001; Nolan et al., 2004; Carvalho, 2005). Há relatos que associam a 

presença do polimorfismo no gene IL10 a portadores de doenças inflamatórias, 

como o LPO (Xavier et al., 2007). No presente estudo, foi observada presença 

significante dos dois genótipos mutados da IL10 no grupo de pacientes que 

desenvolveu LLO. Ou seja, de 39 pacientes com LLO analisados, 37 pacientes 

expressando os genótipos IL10 -592AC e IL10 -592CC. Portanto, pacientes com o 

gene mutado da IL10 na posição -592A têm 11,3 vezes mais chances de serem 

portadores de LLO e, este é genótipo frequente em pacientes com portadores de 

LLO.  
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7 CONCLUSÕES  
 

Por meio da metodologia empregada e diante dos resultados obtidos, foi 

possível observar que: 

• Foi possível distinguir as duas LLO histopatologicamente por 

meio da presença de folículos linfóides e infiltrado perivascular profundo, visto que 

essas características histopatológicas foram mais frequentes nas RLO-AD;  

• Não foi possível distinguir as duas LLO por meio da espessura 

epitelial nem da espessura do infiltrado inflamatório em banda subepitelial; 

• Por meio da contagem de linfócitos B em uma área de 1mm2 foi 

possível diferenciar as duas LLO, visto que a RLO-AD apresentou maiores 

quantidades dessas células;  

• Os portadores de LLO apresentaram mais hipossalivação quando 

comparados com pacientes controles saudáveis; 

• Os achados desse estudo indicam uma correlação entre a 

presença de polimorfismos com fenótipos altamente secretores de citocinas 

inflamatórias TNF-α, Il4 e IL10, associadas às respostas Th1/2 com a presença de 

LLO, quando comparada com o grupo controle de pacientes saudáveis. 
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manifestação bucal: líquen plano oral (LPO), reação liquenóide (RL) e doença do enxerto contra o hospedeiro 
(DECH)”___________________________________ 
Nome e Assinatura               Data     /    / 
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Resultado final:______ (1- LPO; 2 – RLO-RAM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análises Imunoistoquímica 
Anticorpos:              Médias 

CD-3  
CD-8  
CD-20  

Plasma Cell  
Mast Cell  

1: + ; 2: ++; 3: +++; 4: ++++ 
 
Análise do DNA  da saliva – PCR Quantitativa 
Resultado da PCR Th1: ________________  Resultado da PCR Th2: ________________    
Gene Resultados 
IL1 β,  

TNF-α  
IL-4  

IL-10  
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ANEXO – CERTIFICADO DE APROVAÇÃO DO 
COMITÊ DE ÉTICA DA FOP-UNICAMP 
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