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RESUMO

As lesdes liquendides orais (LLO), como liquen plano oral (LPO) e reacao
liquendide oral por amalgama dental (RLO-AD), sdo doencas imunologicamente
mediadas (DIM) com caracteristicas histopatolégicas semelhantes, porém com
prognésticos distintos. As suas etiopatogenias tém sido relacionadas a
polimorfismos génicos e secrecdo citocinas de inflamatérias (Cl), as quais séo
responsaveis pelas respostas imunoldgicas inadequadas, que causam danos
estruturais a mucosa oral (MO) e estimulam o recrutamento de células
inflamatorias. Assim, foi realizado um estudo em voluntarios portadores de LLO
(grupo-1, n=39), em voluntarios saudaveis (grupo-2, n=39), e em cem amostras de
DNA provenientes de voluntarios saudaveis (grupo-3, n=100). A pesquisa teve
como objetivos selecionar e diferenciar casos de LLO cléssicas (LLO-c) por meio
dos critérios de diagnosticos de LLO da Organizacao Mundial de Saude (Cdx-LLO-
OMS); determinar a hipossalivagdo nesses pacientes; analisar outros achados
histopatoldgicos presentes nas LLO; quantificar linfécitos T (LT-CD3, LT-CD8),
linfécitos B (LB), plasmoécitos, mastécitos, imunomarcados contidos no infiltrado
inflamatoério subepitelial (IISE) nos casos de LLO a fim de avaliar as respostas
Th1/2; e estimar a frequéncia dos polimorfismos dos genes Th1/2 envolvidos na
sintese de Cl através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e polimorfismo
no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP). De forma geral, pacientes do
género feminino com idade média de 53,13 anos apresentaram maior frequéncia
de LLO (p=0,06; OR:2,57). O infiltrado inflamatério perivascular profundo e a
presenga de foliculos linféides foram frequentes nas RLO-AD (p<0,001). A
contagem de LB foi maior nas RLO-AD (p<0,05). A hipossalivacao foi frequente
em portadores de LLO (p<0,001;0R:19,72). Os alelos mutados IL4-590T, TNF-a-
308A, e IL10592C foram freqUentes 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 género feminino com média de
idade de 53 anos apresentam mais LLO. A hipossalivacao foi associada a
presenca da lesao oral em portadores de LLO. As LLO estdo associadas aos altos
indices de células de reacdo inflamatéria crbnica e a expressdao génica das
citocinas relacionadas as respostas Th1/2.

Palavras-chave: Doencas Auto-Imunes. Citocinas. Polimorfismo génico.
Polimorfismo de Fragmento de Restricao.
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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 Ilymphocytes (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 I1L4-590T, TNF-a-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.
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1 INTRODUGAO

As doengas imunologicamente mediadas (DIM) compdem um grupo
amplo, distinto de entidades patoldégicas que comumente acometem a pele e
mucosas e possuem como principal fator etioldgico a participagdo de uma

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

A presenca de lesbes bucais associadas a essas condi¢des é frequente.
Em muitas situagdes pode ser a primeira manifestacdo da doenga, se constitui
como parte importante do quadro clinico e ndo raro apresentam controle
complexo. Dentro desse grupo encontram-se as lesdes liquendides orais (LLO),
representadas pelas reagdes liquendides orais por amalgama dental (RLO-AD),
além de outras LLO de curso clinico mais complexo e que acometem mais 6rgéos
e sistemas, como as diversas formas de liquen plano oral (LPO), as LLO
associadas as doencas auto-imunes (DAIl) e a doenca do enxerto contra
hospedeiro crénica (DECHc) (Bron, 1994; Gratwohl et al., 1995; Al-Hashimi et al.,

2007).

Todas estas patologias representam entidades de particular interesse a
Estomatologia/Patologia Bucal e, portanto hd uma constante preocupacdo na
busca dos perfis clinicos, histolégicos, etiolégicos, patogénicos (Fernandez-
Gonzélez et al., 2011) e também dos perfis genéticos envolvidos na sintese de
citocinas relacionadas as LLO (Xavier et al., 2007; Fujita et al., 2009; Liu et al.,

2009).



Estas LLO apresentam sinais clinicos muito semelhantes, pois
apresentam lesbes orais clinicamente representadas por estrias brancas
“liquendides” que se estendem ao longo das mucosas orais e, portanto, podem ser
agrupadas em um estudo unico, entretanto ha uma necessidade de compreenséo
mais adequada das suas etiopatogenias de modo a possibilitar um manejo clinico

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

Apesar de possuirem mecanismos patogénicos distintos, que parecem
estar relacionados a ocorréncia de eventos mediados por alteracées da resposta
imune, a maioria das LLO s&o tratadas similarmente por meio de terapias
imunossupressoras inespecificas, principalmente corticosterdides utilizados de
forma tépica ou sistémica, que freqientemente estdo associadas a efeitos
adversos de graus variados de intensidade e nem sempre alcangam o controle
adequado das suas manifestacbes clinicas (Al-Hashimi et al., 2007; Barret &
Blanc, 2008; Arora, 2008). Deste modo, o entendimento dos mecanismos de
patogénese deste grupo de doencas é fundamental para desenvolvimento de
alvos terapéuticos e tratamentos alvos-especificos que visem potencializar
resultados relacionados ao controle da doenca e minimizar os efeitos colaterais

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

Embora a resposta imunolégica pareca ser similar, muitos autores tém
objetivado estabelecer a caracterizacao histopatolégica e imuno-histoquimica do
infiltrado inflamatério associada as respostas imunolégicas T-helper1 (Th1) e T-

helper2 (Th2) e demais eventos celulares a fim de relaciona-los com as



manifestacdes clinicas destas doencas (McCartan & Lamey, 1997; Mega et al.,

2001; Soares et al., 2005; Bascones-llundain et al., 2006; Kdse et al., 2007).

Uma das manifestacdes clinicas destas doencgas é a sintomatologia da boca
seca (BS), que é mais comumente causada por alteragbes na fungdo das
glandulas salivares, desidratacdo, alteragdes cognitivas da regido maxilofacial
(Osailan et al., 2011), além de diabetes, disturbios da tiredide, doencgas 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 (hipossalivagdo) (Bergdahl & Bergdahl, 2000)
que é avaliado por meios de quantificagdo do fluxo salivar produzido em um
periodo de cinco minutos € mensurado em unidades de mililitros por minuto
(mL/min), ou seja, pacientes que produzem um volume menor de 0,7 mL/min s&o
considerado portador de hipossalivagédo (Krasse; 1986).

Outros aspectos relacionados as DAl sdao o controle genético da
expressao génica e do nivel de producao de citocinas que podem ser modificados
de acordo com mudangas no genoma em decorréncia dos polimorfismos génicos.
Os polimorfismos em um Unico nucleotideo (SNP) sao variacdes na sequiéncia de
acido desoxirribonucléico (DNA) com prevaléncia em 1% ou mais da populagao.
Uma grande importancia do estudo dos SNP na pesquisa biomédica é a
possibilidade de comparar regides do genoma entre geracbes bem como a
correspondéncia com coortes de pacientes com e sem uma determinada doenca

(Zhang et al., 2008).



A caracterizacao da associagao do polimorfismo dos genes associados a
resposta inflamatéria e a relagdo destes com a sintese de citocinas tem se
mostrado importante ferramenta na descoberta da etiopatogenia das DAI. Estudos
dos SNP relacionados especificamente a sintese de citocinas das respostas Th1 e
Th2 tém sido realizados com o objetivo de entendimento da patogénese 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 clinicos e
histopatoldgicos das LLO classicas, estudo morfométrico para determinar a
quantidade de células inflamatorias contidas no infiltrado inflamatoério subepitelial
(IISE) marcadas por meio da técnica imuno-histoquimica, analise de fluxo salivar
em pacientes portadores de LLO, e estudo dos polimorfismos envolvidos nessas
respostas Th1 e Th2, que pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos

patogenéticos do LPO e da RLO-AD.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Doencas imunologicamente mediadas

As doencas imunologicamente mediadas (DIM) ou doengas auto-imunes
(DAI) compdéem um grupo amplo e distinto de entidades patoldgicas (Quadro 1).
Essas possuem como principal fator etiolégico a participagdo de uma resposta
imunoldgica inadequada (Mattila et al., 2007).

Quadro 1. Lista das doencas auto-imunes.

Miastenia gravis Sindrome de Goodpasture

Tireéide de Hashimoto Febre familiar do mediterraneo

Artrite reumatoide (AR) Doenca de Graves

Sidrome de Sjégren (SJ) Doenca Celiaca

Vitiligo Hepatite auto-imune

Psoriase Sindrome miasténica de Lambert-
Eaton

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) Oftalmia simpatica

DAI do sistema nervoso central (DAI- Pénfigos e Penfigoides
SNC)

Diabetes Mellitus Tipo | Purpuras auto-imunes

Doenca de Addison Trombocitopenia idiopatica
Anemia Hemolitica Doenca de Crohn

Sindrome Antifosfolipidica Auto-Imune Sindrome Antifosfolipidica SOE
Dermatite herpetiforme Espondilite anquilosante
Glomerulonefrite por IgA e membranosa  Retrocolite ulcerativa
Sindrome de Churg-Strauss Sindrome de Behcet

Fonte: Adaptada de Mattila et al., 2007.

As DAl que se manifestam na pele e mucosas sdo também conhecidas
como doengas inflamatérias da pele. Tradicionalmente possuem padrées clinico-
patolégicos reconhecidos como lesdes liquendides (LL) ou reagbes teciduais
liquendides (RTL) (Pinkus, 1973; Sontheimer, 2009). Freqlentemente essas
doencas causam sintomas orofaciais e estomatognaticos, os quais se constituem

como os sintomas caracteristicos do envolvimento da mucosa oral (Marton, 2003).




As RTL dessas condi¢des inflamatorias sdo frequentes e em muitas situagdes
podem ser a primeira manifestagdo da doenga, sdo parte importante do quadro
clinico e apresentam um manejo complexo (Sontheimer, 2009). Dentro deste
grupo de afecgdes encontram-se, principalmente as LLO associadas ao LES, a SJ
(Marton, 2003), & AR (Pawelczyk-Madalinska et al., 2006), as RLO-AD (Ostman 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 DAl podem apresentar a sintomatologia da boca
seca (BS). Exemplos de condi¢des e doencas sistémicas nas quais a BS pode ser
uma queixa relevantes incluem diabetes, disturbios da tiredide, doengas do tecido
conjuntivo (AR, LES e SJ), DECHc (Atkinson & Wu, 1994; Scully, 2003) e o LPO
(Colgquhoun & Ferguson, 2004). Sabe-se que esse sintoma é mais comumente
causado por alteragdes na funcdo das glandulas salivares, desidratacdo e
alteracdes cognitivas da regido maxilofacial (Osailan et al., 2011). Outros fatores
como ansiedade ou depressao e estresse podem ser causa, tanto subjetivas (Fox
et al., 1985) quanto objetivas, dos sintomas de BS (Bergdahl & Bergdahl, 2000).

A prevaléncia da BS na populagéao de idosos (individuos com 60 anos ou
mais) é de aproximadamente 20% (Ben-Aryeh et al., 1985; Nederfors, 2000;
Nayak et al., 2004). A prevaléncia de xerostomia na populacdo em geral varia
entre 10% e 20% em diferentes estudos publicados (Fox et. al., 1985; Pujol et al.,
1998). Observa-se que essa prevaléncia € maior em mulheres e aumenta com o
uso de alguns tipos especificos de medicamentos (Nederfors, 2000; Schein et al.,

1999).



Devido as diferengas entre dados de xerostomia e hipossalivacdo, Krasse
(1986) apresentou critérios para caracterizar objetivamente o fenémeno de
hipossalivacado, 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, & considerado
hipossalivacao. Frente a esses dados divergentes também foi convencionado que
a coleta de saliva total ndo estimulada (STNE) deve ser realizada no periodo
padronizado até dez horas da manhd para que n&o haja influéncia do ciclo
circadiano, visto que a adocéo desse método ndo altera a constituicao natural da
saliva do paciente, que pode ser modificada quando estimulada ou quando
coletada em horarios ndo padronizados (Navazesh, 1993; Arvidson et al., 1994).

Apdbs a constatacado dessa correlagdo entre as DAl e a BS, foi realizado
estudo para avaliar a presenca de xerostomia em pacientes portadores de LPO
comparada com pacientes controles saudaveis pareados em género e idade. Por
meio da metodologia empregada, os autores encontraram maior incidéncia de
xerostomia em pacientes portadores de LPO quando comparada com as dos
individuos saudaveis (p <0,001). Concluiu-se que ha associacao entre o LPO e
xerostomia em alguns individuos (Colquhoun & Ferguson, 2004).

Outro estudo foi conduzido por Aliko et al. (2010) para estimar a freqiéncia
e o carater de lesdes da mucosa bucal em pacientes com artrite reumatéide, lUpus
eritematoso sistémico e esclerose sistémica e a relacdo entre o acometimento da
mucosa oral e hipossalivacdo. As lesdées da mucosa oral (MO) foram observadas

em 58,9% dos pacientes. Aspectos clinicos das lesdes variaram e os locais mais



afetados da cavidade oral foram: palato, mucosa bucal e labial e lingua. Foram
constatados variados tipos de lesdo na MO, nao foram encontradas associacdes
significantes entre a presenca de lesdes orais e hipossalivacdo nestes pacientes,
exceto a relagdo entre a hipossalivagéo e a candidiase oral, que foi observada nos
pacientes analisados. Por meio da metodologia empregada foi observado que
pacientes com AR, LES e ES tém um alto indice de lesées na MO, mas a

associagdo com a presenca de hipossalivacao nao foi observada.

2.2 — Caracteristicas gerais do LP, LPO e RLO-AD

O liquen plano (LP) é uma DAI crénica, mucocutanea que afeta a MO, pele,
mucosas genitais, unhas e o couro cabeludo (Sugerman et al., 2002). Esta doenca
foi descrita pela primeira vez em 1869 pelo médico Erasmus Wilson, que deu o
nome “liquen” por achar as lesées de pele bastante semelhante ao liquen (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 presenca de
papulas poligonais delimitadas, ovais ou redondas, com superficie lisa, brilhante,
base rosada, que as apresentam superficie discretamente escamosa e
frequentemente apresentavam padrdo umbilicado central. Durante muitos anos
aquelas papulas que se apresentavam agrupadas sob a forma de um “mosaico”
foram reconhecidas como lesdes de LP (Wilson, 1871).

Em 1895 o médico dermatologista francés Louis-Frédéric Wickham, em seu
artigo intitulado "Sur un signe pathognomonique du lichen plan de Wilson (lichen

plan)’, acrescentou a descricdo dos relatos anteriores os sinais descritos por ele



como estriagbes acinzentadas ou "stries et punctuations grisatres” (pontos e
estrias acinzentadas). Entédo, a partir dai, essa caracteristica foi reconhecida como
as “estrias de Wickham”, que embora comum, ndo havia sido percebido pelos
autores anteriores, foi descrito como um sinal freqlente e acrescentado as
caracteristicas clinicas do LP (Wickham, 1895; Steffen & Dupree, 2004).

Relatos sobre a presenca e prevaléncia de LP com manifesta¢des orais,
reconhecidas como LPO, foram realizados no ano de 1956, quando Samman
relatou a presencga de lesbes orais estriadas e esbranquicadas 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
presenca das lesdes na boca em 51% destes individuos (Warin et al., 1958).

A presenca de LL restritas a cavidade oral foi relatada em 1958, quando
Warin et al. realizaram um trabalho com a proposta de apresentar o LP como
doenca que poderia ser exclusiva da MO, com pouca ou nenhuma erupgao
cutédnea. Os autores relataram a incidéncia de 45 casos de pacientes com lesdes
estriadas brancas em regido de mucosa jugal bilateral, dorso de lingua e gengiva
inserida (Warin et al., 1958).

O LPO possui incidéncia importante em individuos de meia-idade, com uma
maior predilecdo por pacientes do género feminino numa proporcéao 2:1 (Xue et
al., 2005; Ingafou et al., 2006). Estima-se que a prevaléncia do LPO apresente-se
em 1,6% em individuos do género masculino e 2,2% em mulheres (Axéll &
Rundquist, 1987). Outros estudos citam prevaléncias que variam entre 2% (Kovac-

Kovacic & Skaleric, 2000; Espinoza et al., 2003) e 4% (Scully et al., 1998, Souza &



Rosa, 2008). No entanto, ja foi descrita a prevaléncia de 11, 62% (Bornstein et al.,
2006) a depender da populagdo estudada. Em revisdo critica sobre a real
prevaléncia do LPO, foram selecionados 45 artigos relevantes, desses, 21 estudos
de casos e 24 estudos populacionais. Apds o cruzamento dos dados obtidos na
literatura consultada foi constatada uma prevaléncia Mundial média (corrigida pela
média de idade) do LPO de 1,27%, com maior incidéncia no género feminino
(McCartan & Healy, 2008).

Clinicamente o LPO caracteriza-se pela presenca de lesdes leucoplasicas
estriadas, conhecidas como as estrias de Wickham, papulas e/ou placas
leucoplasicas, ulceragdes, bolhas e até eritemas (Ismail et al.,, 2007). Desta forma,
sdo reconhecidas seis variantes do LPO, de acordo com a sua apresentacao
clinica, denominadas de LPO reticular, LPO papular, LPO em placa, LPO erosivo,
LPO atréfico e LPO bolhoso (Andreasen, 1968; Sugerman et al., 2002; Al-Hashimi
et al., 2007). Os locais mais afetados da cavidade oral sdo a mucosa jugal
bilateral, dorso da lingua e gengiva inserida. Usualmente, as lesbes distribuem-se
de forma simétrica, bilateralmente ao longo das superficies afetadas (van der Meij
& van der Waal, 2003; Ismail et al., 2007; Al-Hashimi et al., 2007). O paciente
portador de LPO pode ndo apresentar queixas, contudo quando presentes, 0s
sintomas mais comuns sdo dor, ardéncia e outros incémodos semelhantes
(Colquhoun & Ferguson, 2004; Ismail et al., 2007).

O diagndstico de LPO inicialmente é baseado em sua aparéncia clinica e
posteriormente confirmado por uma bidpsia e analise histopatolégica (Eisen et al.,

2005; Van der Meij et al., 2007), mas pode ser mais seguro quando as lesdes
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cutaneas caracteristicas estao presentes (Edwards & Kelsch, 2002). O diagnéstico
diferencial clinico do LPO reticular deve ser feito com as lesGes brancas da
cavidade oral, que podem apresentar estrias esbranquicadas semelhantes
aquelas encontradas nas ceratoses reacionais e em algumas lesbes
potencialmente malignizaveis (LPM), como as leucoplasias, eritroleucoplasias,
leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) (Gouvéa et al., 2010), entre outras LLO,
como aquelas encontradas nos efeitos adversos de alguns tipos de medicamentos
(Quadro 2) (Scully & Bagan, 2004) ou materiais dentarios (Aggarwal et al., 2010),
DECHCc (Soares et al., 2005), as LLO associadas ao LES e SJ (Marton, 2003).

Quadro 2. Medicamentos relacionados a reagdes liquendides™.

Acido para-aminossalicilico Dapsona Oxiprenolol
Alopurinol Espironolactona Paladio
Amifenazol Estreptomicina Penicilamina
Anfotericina B Fenclofenaco Pirimetamina
Arsénicos Fenilbutazona Piritinol
Bismuto Fenotiazinas Practolol
Captopril Furosemida Propanolol
Carbamazepina Hidroxicloroquina Quinacrina
Cetoconazol Levamisol Quinidina
Cianamida Litio Sais de ouro
Cimetidina Lorazepam Sulfoniluréia
Cloroquina Mercurio Tetraciclina
Clorotiazida Metildopa Tolbutamida
Clorpropamida Metopromazina Tripolidina

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

Apoés a confirmagéo clinico-histolégica do LPO reticular, o seu tratamento é

necessario 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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corticosterédides topicos nos casos mais brandos tem sido relatado (Carbone et al.,
2009). Por outro lado, a corticoterapia sistémica pode ser utilizada nos casos mais
graves, principalmente naqueles em que ha a presenga de ulceragdes
concomitantemente com as estrias esbranquicadas. Quando do emprego da
corticoterapia sistémicaprolongada, o paciente deve ser encaminhado a um
médico endocrinologista para fins de acompanhamento do funcionamento das
suas glandulas adrenais e demais sistemas, que podem ser afetados pelo uso
continuo de corticoides (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 (Blylk & Kavala, 2000),
griseofulvina (Matthews & Scully, 1992) e hidroxi-cloroquina (Eisen, 1993) tém sido
descritas para o tratamento do LPO. A atividade imunomoduladora ou
antimicrobiana dessas drogas parece representar um possivel mecanismo de
acdo, mas nao ha muito ensaios clinicos que confirmem esses dados
(Sahebjamee & Arbabi-Kalati, 2005).

O prognéstico do LPO reticular, em geral, € favoravel e apds curto periodo
de tratamento o paciente ndo refere sintomatologia. No entanto, o potencial de
transformacao maligna do LPO é um tema extremamente controverso e discute-se
a importancia do correto diagnéstico das lesdes brancas que ocorrem na cavidade
oral (Axelrod et al., 2006). Na literatura disponivel, foram relatados alguns casos
de transformacdo 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 a carcinogénese oral, estdo os extrinsecos, como o0 uso cronico de
tabaco e bebidas alcodlicas, e os fatores intrinsecos, como a ativacdo de
oncogenes, dentre outros (WHO, 1978; De Jong et al.,, 1984; Ismalil et al., 2007;
Souza & Rosa, 2008; Cortés-Ramirez, 2010). Por esse motivo, deve ser realizado
0 acompanhamento de todas as lesbes leucoplasicas, visto que algumas LPM
podem ser confundidas, clinicamente, com o LPO (Mdller, 2011).

Similarmente, foi relatado o potencial de transformacado maligna LPO,
quando na presencga de algum grau de displasia no exame histopatologico, porém
estes dados ainda s@o controversos no que concerne ao diagndstico final da
lesdo, visto que algumas LPM podem apresentar aspectos clinicos e
histopatoldgicos liquendides e, portanto, descritas como uma entidade conhecida
como “lesdo displasica com aspecto de LLO” (Lind et al., 1986; Miuller, 2011).
Quando da presenca de atipias epiteliais, o grau de displasia deve ser referido e o
termo “displasia liquendide” tem sido sugerido (Krutchkoff & Eisenberg, 1985;
Aguirre-Urizar, 2008; Virdi et al., 2010). No entanto, este termo como diagndstico
histopatolégico, é considerado um fator de confusdo destas lesées e, portanto,
deve ser evitado (van der Waal, 2009).

Durante a evolucdo do LPO pode haver periodos de exacerbacdo e de
quiescéncia. Nos periodos mais criticos de sintomatologia, os pacientes
apresentam dareas eritematosas e, em alguns casos, Ulceras, sintomatologia
dolorosa e ardéncia. Nos periodos de quiescéncia, sdo observadas apenas as
estrias esbranquicadas e os pacientes nao referem incobmodos. Os periodos de

exacerbacao do LPO tém sido associados a diversos fatores, como por exemplo,
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os fatores psicogénicos, estresse, ansiedade e até mesmo o trauma mecanico,
proveniente de morsicatio buccarum, lesdo essa proveniente do habito da
mastigacao crénica da mucosa jugal, que origina o fendmeno de Koebner. Outros
fatores como trauma relacionado a procedimentos odontoldgicos, restauragdes
que retém placa microbiana ou habitos parafuncionais também s&o associados
aos periodos de exacerbacédo da sintomatologia do LPO (Holmstrup et al., 1990;
Eisen, 2002).

As reacgdes liquendides orais (RLO) foram descritas pela primeira vez, em
1973, como “lesao estriada, leucoplasica que acomete a mucosa oral, associada a
algum fator causal e com padrdo histolégico inespecifico para qualquer outra
doenca” (Pinkus, 1973). Estas por sua vez, compdem amplo grupo de alteracbes
da mucosa oral decorrentes de fatores relacionados ao seu aparecimento, tais
como, reacdes adversas a medicamentos, DAI, reacdo de hipersensibilidade aos
materiais dentarios, dentre outras (Steffen & Dupree, 2004; Aguirre-Urizar, 2008;
Cobos-Fuentes et al., 2009; Muller, 2011).

A terminologia das RLO por amalgama dental (RLO-AD) foi proposta
originalmente por Finne et al. (1982) que as definiram como “lesdes com fator
especifico, associado ao desprendimento de componentes da liga metalica que
compde o amalgama”, e foram reafirmadas em 1986, apds os achados de Lind et
al. (1986) que empregaram o termo “Reacgao Liquendide” (RL) para se referir as
lesbes clinicas relacionadas topograficamente com restauragdes dentarias de
amalgama 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) lesbes associadas topograficamente a restauracdo de
amalgama dental (DeRossi & Greenberg, 1998; Ostman et al., 1996; Dunschen et
al., 2003; Issa et al., 2005; Thornhill et al., 2006), 2) relacionadas a determinados
farmacos, 3) lesdes liquendides na DECHc, e 4) as lesbes liquendides nao
classificadas, que tém uma um aspecto semelhante ao LPO, mas que nao
apresentam um ou mais aspectos clinicos caracteristicos, como por exemplo,
lesédo eritematosa limitada na gengiva sem sinais de LPO "classico", mudancgas de
localizagdo das LL ndo associadas a fatores causais, ou lesées que possuem
aspecto de LPO, mas sem uma ou mais caracteristicas clinicas, como por
exemplo, a apresentacao bilateral e simétrica (van der Waal, 2009).

Estudos sobre a prevaléncia das LLO (Franklin & Jones, 2006) mostram
que as RLO podem acometer cerca de 1% da populagdo que possui fatores
predisponentes a esta condicdo, como os fatores citados nos quadros 1 e 2,
dentre outros, como as reacdes de hipersensibilidade as ligas metalicas de
materiais dentarios utilizados na confeccdo de proteses ou restauracbes em
amalgama de prata (Ismail et al., 2007; Agarwal et al., 2010). A RLO-AD é, no
entanto, uma LLO um pouco menos freqliente, visto que existe uma alta
quantidade de pessoas com restauragées em amalgama de prata e poucos casos
descritos sobre essa associacao (Agarwal et al., 2010).

Acredita-se que os componentes da cavidade oral possuem mecanismos de
defesa que protegem os seus tecidos, tais como, a presenca de eletrélitos na

saliva, a capacidade tampé&o da saliva, que dilui constantemente os componentes
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alergénicos, e também a rica vascularizagdo que tende a eliminar estes
componentes (Dusnche et al., 2003). Outros fatores também associados a esses
mecanismos de defesa incluem a integridade e a queratinizagdo da mucosa oral,
as quais dificultam a adeséo celular de antigenos a haptenos especificos (DeRossi
& Greenberg, 1998), e evitam a formacado de um conjunto hapteno-carreador,
denominado “conjugado”. Esses fatores fazem com que os antigenos nao fiquem
disponiveis para unirem-se aos seus anticorpos e esse fato culmina no
impedimento da geracdo do evento alérgico. Sabe-se que o termo hapteno é
designado a toda espécie molecular ndo imunogénica ligada a um receptor, que
se combina com uma macromolécula imunogénica carreadora (carrier) e € capaz
de deflagrar a resposta imune especifica no hospedeiro. Esses haptenos possuem
essas fungdes, pois penetram na epiderme, se conjugam na maioria das vezes
com proteinas do corpo, assim sdo carreadas e finalmente s&o responsaveis pela
geracao da resposta alérgica (Schena et al., 2008).

Clinicamente as RLO-AD possuem caracteristicas muito semelhantes
aquelas encontradas no LPO, porém durante o exame fisico intra-oral, é possivel
ver a estreita relagcdo entre uma restauragcdo de amalgama e lesdo estriada,
justaposta ao material restaurador de prata (Aggarwal et al, 2010). Em geral,
essas lesdes sao localizadas e nao apresentam o aspecto simétrico bilateral
encontrado no LPO (Mdiller, 2011). Os pacientes que tém altera¢des previamente
diagnosticadas como reacgdes liguendides apresentam lesdes que nao migram e,
usualmente, envolvem apenas a mucosa em contato direto com o amalgama

dentario. Essas lesdes tendem a regredir rapidamente apés a remocgao da
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restauragao adjacente e devem ser diagnosticadas como RLO-AD, e ndo como
LPO idiopatico (Ostman et al., 1996).

Assim como no LPO, as biépsias das RLO-AD sao necessarias para
descartar o diagnéstico de LPM, as quais possuem, em seus estagios mais
iniciais, caracteristicas clinicas similares a uma RLO, pois ndo apresentam padrao
de simetria e possuem e aspecto estriado e leucoplasico, além de por vezes,
possuirem caracteristicas histopatolégicas semelhantes (Mduller, 2011). Para a
confirmagédo de diagndstico também podem ser realizados testes cutaneos de
hipersensibilidade, como os “patch tests” (Issa et al., 2005).

O tratamento deve ser conduzido com a remog¢ao do agente causador se o
paciente referir sintomatologia. Apds a remocéo da restauracdo em amalgama em
geral as lesdes desaparecem apdés um més do procedimento (Issa et al., 2005). A
aplicacéo de corticosterdides tdpicos pode ser necessaria, em casos extremos de
sintomatologia dolorosa ou quando h& a presenca de ulceragdes (Al-Hashimi et
al., 2007). O prognostico das RLO-AD em geral € excelente quando da remocéo
do agente causador da reagao de hipersensibilidade, no entanto, em alguns casos
as lesdes podem permanecer por mais algum tempo apds a remocao do material
restaurador (DeRossi & Greenberg, 1998; Dunschen et al., 2003; Thornhill et al.,

2006).

2.3 - Patogénese das LLO: LPO e RLO-AD
Apesar de dependerem de mecanismos patogénicos distintos, essas LLO

apresentam-se clinicamente semelhantes, como estrias brancas e liquendides que
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se estendem ao longo da MO. Tais mecanismos parecem estar relacionados a
alteracdes da resposta imune (Al-Hashimi et al., 2007; Barret & Blanc, 2008;
Arora, 2008). Portanto, observa-se que ha necessidade da compreensdao mais
adequada da etiopatogenia e comportamento clinico-patoldgico das LLO, de modo
a possibilitar diagnostico correto e tratamentos mais adequados dessas duas
les6es (DeRossi & Ciarrocca, 2005).

A patogénese do LPO esté relacionada a mecanismos antigeno-especificos
e nao-especificos; como exemplos desses mecanismos especificos, pode ser
citada a apresentacdo de antigenos pela camada basal do epitélio seguida de
dano citotdéxico promovido por linfocitos T-CD8, visto que s&o células responsaveis
pela liberacdo de citocinas e outros mediadores, como por exemplo, o Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) e isso ocasiona a regulacdo imunoldgica das lesdes
estabelecidas (Sugerman et al., 2002). Por outro lado, os mecanismos antigenos
nao-especificos, como por exemplo, a degranulacdo de mastdcitos (Zhao et al.,
1997) e acumulo de linfécitos T (LT) adjacentes a lamina prépria, sao
responsaveis pela degeneracdo da camada basal durante o desenvolvimento da
lesédo (Jontell et al., 1986; Sugerman et al., 2002).

A perda da integridade imune do epitélio normal parece ser um importante
evento também ligado a manifestacao clinica das LLO. A participacao de citocinas
produzidas pelos LT-CD4 tem um papel fundamental nesse processo, como a
liberacao de interferon-y (IFN- y) e a produgéo da Cl TNF-a pelos LT-CD8, que por

sua vez podem induzir a apoptose de queratindcitos basais (Lodi et al. 2005) e
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estdo associados ao recrutamento de mastocitos (Zhao et al., 1997; Zhao et al.,
1998).

A patogénese da RLO-AD, é explicada por uma alergia de contato
resultante de uma reac&o de hipersensibilidade tipo IV tipo de dermatite de contato
(Van der Meij & Van der Waal, 2003). Este tipo especifico de reacao é iniciado
apés o contato e ligacdo dos haptenos na mucosa oral. Estas moléculas séo
antigenos incompletos que se ligam a proteinas inatas para produzirem o antigeno
completo, e que quando penetram na lamina prdopria, sdo capturadas pelas células
de Langherans (CL) e s&o apresentadas aos linfécitos. Essa reagéo é responsavel
pela ativacdo e proliferacdo de LT efetores e de memoria (DeRossi & Greenberg,

1998).

2.4 - Critérios clinicos e histopatoldgicos do LPO e RLO-AD

Muitos estudos tentaram estabelecer parametros clinico-patolégicos de
diagnéstico do LPO e RLO-AD pelo fato dessas condicoes patolégicas terem
mecanismos patogénicos distintos, mas resposta imunolégica e apresentagdes
clinicas e histopatol6gicas similares. Alguns estudos tém objetivado estabelecer
uma caracterizacao histopatolégica e imuno-histoquimica do infiltrado inflamatério
e dos eventos celulares, a fim de relaciona-los com as manifestacdes clinicas dos
diferentes tipos de LPO e DAI com manifestacdes liquendides (McCartan &
Lamey, 1997; Villar, 2000; Mega et al., 2001; Soares et al., 2005; Bascones-
llundain et al., 2006; Thornhill et al., 2006; Kbse et al., 2007; Al-Hashimi et al.,

2007; Jahanshahi & Aminzadeh, 2010; Fernandez-Gonzalez et al., 2011).
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O termo “reacao liquendide tecidual” ou “estomatite de interface” foi descrito
em 1973, quando Pinkus relacionou as caracteristicas histoldgicas para essas
alterac6es. Foram estabelecidas as caracteristicas histopatoldgicas classificadas
como “essenciais” tais como danos aos queratinécitos da camada basal por
apoptose, infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo que poderia se estender até o
epitélio (exocitose) e a presencga de queratose (hiperparaqueratose). Este padrdo
histologico poderia ser encontrado em muitos espécimes de lesdes biopsiadas da
cavidade oral, como o LPO, eritema multiforme (EM), lupus eritematoso discéide
(LED) e DECHc (Pinkus, 1973).

O LPO foi caracterizado clinica e histopatologicamente em 1978, quando
foram estabelecidos critérios clinico-patolégicos pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). Dentre os critérios clinicos mais importantes estavam: a presenca
de lesdes brancas estriadas e distribuidas de forma bilateral, e dentre os critérios
histopatolégicos mais importantes, poderiam ser citados a presenca de um
infiltrado inflamatério rico em linfécitos e a auséncia de displasia epitelial (Kramer
et al., 1978). Diante das dificuldades de caracterizacéo clinico-patol6gica das LLO
e da falta de um consenso para o seu diagnostico, até meados de 1997, ainda nao
haviam sido testados os critérios da OMS na distincao entre o LPO e as RLO
(McCartan & McCreary, 1997).

Diante dessa dificuldade diagnéstica das LLO, o LPO foi entdo reconhecido
como uma lesao benigna e foram estabelecidos critérios histopatoldgicos para
diagnosticar o LPO. As caracteristicas histolégicas foram divididas em duas

classes denominadas: “achados essenciais”, representados pela liquefacdo da

20



camada basal, infiltrado linfocitario intenso disposto em faixa subjacente ao
epitélio, com apagamento da camada basal, padrdo normal de maturacao das
células epiteliais; e “achados nao essenciais”, observados como cristas
interpapilares em forma de “dentes de serra’; alteragcdes epiteliais como
hiperparaqueratose ou hiperortoqueratose, acantose, atrofia, aumento da camada
de células granulosas; presenga dos corpos de “Civatte”, que sao queratindcitos
em apoptose; e a separacao entre o epitélio e a lamina propria (Vincent et al.,
1990; Brown et al., 1993; Eisenberg, 2000). Essa ultima alteracdo, também
conhecida como fendas artefatuais ou espacos de Max-Joseph, € atribuida a
vacuolizacdo da camada basal ou artefatos devido ao processamento histotécnico
(Scully, 1999).

Com o advento dos avangos tecnoldgicos, foi possivel observar novas
modalidades diagnosticas na tentativa de caracterizar o LPO, visto que, ao longo
da evolucao dos relatos da literatura, o LPO poderia ser uma lesao potencialmente
malignizavel (LPM) (van der Meij et al., 2003). Dessa forma, foi entdo utilizado
pela primeira vez o termo “displasias liquendides”, que designariam aquelas
lesbes com padrédo clinicamente compativel com LPO, por se caracterizarem
clinicamente como estrias esbranquicadas assimétricas, ou padrao
histologicamente compativel com LPO por apresentarem eventos celulares
semelhantes aqueles encontrados no LPO, mas que, no entanto poderiam exibir
algum grau de displasia epitelial (Eisenberg & Krutchkoff, 1985). Entdo essas LLO

foram caracterizadas histopatologicamente ap6s os relatos de caso de possiveis
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potenciais de malignizacédo de uma lesdo de LPO (Krutchkoff et al., 1978; van der
Meij et al., 1999; Souza & Rosa, 2008).

No entanto, observou-se que, em geral, as lesées de LPO apresentavam
achados histopatoldgicos classicos, mas algumas lesées ndo manifestavam as
caracteristicas clinicas tipicas (Boisnic et al., 1990). Diante disso, novos estudos
sugeriram que esses parametros poderiam ser mal-compreendidos, pois algumas
vezes tomava-se o termo diagndstico “compativel com LPO” como diagndstico
final, quando na verdade se tratava de uma lesdo com padrdo clinico ou
histopatolégico de um LPO, mas néo 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 clinicos e
histopatolégicos (Quadro 3) para o diagnostico das LLO e esses critérios foram
adotados pela OMS. Clinicamente, o LPO e as RLO devem ser diagnosticados
quando apresentarem os critérios clinicos e histopatol6gicos estabelecidos pela

OMS e modificados por Vander Meij et al. (2003).
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Quadro 3. Critérios de diagnostico da OMS para o liquen plano oral (LPO ou OLP)
e lesao liquendide oral (LLO ou OLL) modificados por Van der Meiji et al. (2003).

Critérios clinicos*
Presenca de lesdes bilaterais, a maioria simétrica.

Presenca de redes entrelacadas de linhas cinza-esbranquicadas ligeiramente elevadas
(padrao reticular).

Lesdes erosivas, atroficas, bolhosas e papulares (aceitas como subtipos somente na
presenca de lesdes reticulares em outras regides da mucosa oral).

Critérios histopatoldgicos +

Presenca de uma faixa bem definida de zona de infiltragdo celular limitada a porcao
superficial do tecido de contato, composta predominantemente por linfécitos.

Sinais de “degeneracao liquefativa” nas células da camada basal.
Auséncia de displasia epitelial.

Diagndstico final para LPO e LLO.

Para chegar a um diagndstico final, os critérios clinicos e histopatoldgicos deveréo ser
associados.

O diagnéstico do LPO requer uma observacao dos critérios clinicos e histopatolégicos.
O termo LLO sera usado mediante as seguintes condi¢oes:

1. Clinicamente tipico de LPO, mas histopatologicamente somente compativel com LPO.
2. Histopatologicamente tipico de LPO, mas clinicamente somente compativel com LPO.
3. Clinica e histopatologicamente compativel com LPO.

* Em todas as lesdes que se assemelhem ao LPO, mas que ndo completem os critérios
acima mencionados, o termo “clinicamente compativel com” devera ser utilizado.

Quando as caracteristicas histopatolégicas sdo pouco Obvias, o0 termo
“histopatologicamente compativel com” devera ser utilizado.

Na tentativa de se estabelecer diferencas entre o LPO e a RLO-AD,
Thornhill et al., (2006) realizaram um estudo clinico-histolégico com as avaliagdes
de patologistas bucais do Reino Unido, selecionados pelo seu grau de experiéncia
em diagnéstico histopatolégico. Os autores enviaram uma caixa com 24 laminas

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 questionario com uma lista das caracteristicas
histol6gicas utilizadas para distinguir as lesdes liquenoides do LED, LPO, lesbes
por galvanismo e leucoplasias, propostas por Schigdt (1984). Apds a analise das
respostas fornecidas pelos patologistas bucais selecionados, os pesquisadores
concluiram que é impossivel fazer a distingdo das duas lesées por meio de
critérios histopatolégicos apenas. Mas elas poderiam ser caracterizadas com o
envio do sumario da historia clinica com indicativos com lesdes bilaterais na
mucosa jugal, para LPO, e a presenca de lesdo justaposta a um material
restaurador, para a RLO-AD.

Além dos achados clinicos, os mesmos autores avaliaram critérios
histopatoldgicos, e concluiram que existem caracteristicas histoldgicas fortemente
associadas as LLO analisadas. Os resultados de Thornhill et al., (2006) foram
consistentes no que diz respeito a presenca de algumas caracteristicas
histologicas determinantes e discriminantes nas lesées de LPO e RLO-AD. De
acordo com os resultados dos pesquisadores, as caracteristicas determinantes
para diagnéstico das duas LLO foram: hiper orto ou paraqueratose, degeneracao
liquefativa da camada basal, e a presenca de linfécitos e histidcitos no infiltrado
inflamatério subepitelial. Em suma, as caracteristicas discriminantes para a RLO-
AD foram: 1) a presenca de infiltrado inflamatério localizado superficialmento ou
profundo em algumas ou todas as areas, 2) infiltrado inflamatério perivascular
profundo, 3) plasmacitos no infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo, 4)
neutréfilos no infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo, enquanto que,

no LPO essas caracteristicas estavam ausentes.
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As caracterizagdes histoquimicas e imuno-histoquimicas dos eventos
celulares e do infiltrado inflamatério também tém sido amplamente utilizadas na
distincdo entre o LPO e a RLO-AD, visto que, como ja mencionado anteriormente,
apresentam manifestagdes clinicas e histolégicas muito semelhantes (McCartan &
Lamey, 1997; Mega et al.,, 2001; Soares et al., 2005; Bascones-llundain et al.,
2006; Kose et al., 2007).

A presenca de plasmacitos foi relatada nas lesées do liquen plano e a
explicagdo para a presenca dessas ceélulas em alguns casos especificos
permanece desconhecida, embora tais lesbes possam representar uma nova
variante histolégica (Lupton & Goette, 1981; Roustan et al., 2004). Os plasmécitos
foram avaliados e suas quantidades comparadas nas lesdes dermatolégicas do
liqguen plano cuténeo (LPC) e das lesdes orais do LPO, no entanto foi constatada
uma maior quantidade dessas células dos espécimes de bidpsias provenientes
das lesdes orais, e portanto, os plasmaécitos podem acompanhar linfécitos no LPO,
mas estao ausentes no LPC (Navas-Alfaro et al., 2002).

O aumento de neutréfilos e plasmécitos no infiltrado inflamatério também foi
observado nas analises histopatologicas das lesées do LPO clinicamente
ulceradas ou com a co-infecgdo por Candida albicans visto que estas alteracdes
estdo associadas ao recrutamento dos plasmécitos e neutréfilos encontrados no
exame histopatolégico de lesdes de LPO (Thorrhill et al., 2006).

Similarmente, foi descrita a presenca de mastécitos 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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morfomeétrico foi realizado com os objetivos de comparar e quantificar essas
células no infiltrado inflamatério subepitelial de lesées de LPO e DECHc. Os
mastocitos foram quantificados em cinco imagens computadorizadas com area de
0,0049 mm?, obtida a partir de cinco campos selecionados em cada imagem. Por
meio da metodologia empregada, foi possivel observar que os mastdcitos
apresentavam maior quantidade de granulos, e coloragdo mais intensa, nas RLO
da DECHc do que os mastdcitos observados nos casos de LPO, os quais
mostravam menor quantidade de granulos e coloracdo mais palida. Contudo, no
infiltrado inflamatoério, 0 numero de mastécitos 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 identificacdo de mastdcitos corados com
coloracdo histoquimica de azul de toluidina e imuno-histoquimica para estas
células. A presenca de mastécitos foi avaliada quantitativamente e
qualitativamente (estado de degranulacédo) nas duas lesdes e, posteriormente, 0s
resultados foram comparados. Por meio da metodologia empregada pelos
pesquisadores nao foram observadas diferencas nas contagens de mastocitos, no
entanto os resultados da analise qualitativa das duas LLO mostraram que a
degranulacao de mastécitos foi estatisticamente maior nas RLO do que no LPO, o
que confirma a intima relagcdo dos granulos dos mastdcitos na patogénese das

RLO (Jose et al., 2001; Juenja et al., 2006).
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2.5 - Citocinas inflamatodrias, polimorfismos génicos e suas relacoes com
LPO e RLO-AD

As citocinas inflamatorias (Cl) sdo proteinas reguladoras que podem atuar
como hormdnios e também de forma autdcrina e paracrina (Liles & Van Voorhis,
1995) e s&o produzidas principalmente pelos macréfagos, leucdcitos, células
endoteliais e fibroblastos (Abbas & Pober, 2000). Dessa forma, a exposicao
simultanea a diferentes citocinas pode resultar em respostas diferentes nas
células-alvo (Tarlow et al., 1993; EI-Omar et al., 2000) e controlar ou modular as
células alvo por meio da ligagdo com receptores especificos (Vilcek, 2003; Smith &
Humphries, 2009).

Essa ligacado aos receptores especificos inicia um sinal de transdugédo que
ativa uma cadeia de mensageiros secundarios. Além disso, agem também como
mediadores quimicos pleiotrépicos, ou seja, podem exercer diferentes fungdes em
diferentes tecidos ou situacdes, como a ativacao celular, proliferacao, fagocitose,
quimiotaxia e diferenciacao celular (Carvalho, 2005).

As Cl podem ser classificadas, didaticamente, de acordo com as suas
acoes ou propriedades em: pré-inflamatérias e antiinflamatorias; ou pelo seu papel
como fatores de crescimento ou pelos seus efeitos no sistema hematopoiético.
Esse grupo de substancias inclui as interleucinas (IL), os interferons (IFN) e a
familia do fator de necrose tumoral (TNF) (Carvalho, 2005). No entanto, algumas
citocinas podem ser pro- ou antiinflamatérias de acordo com o ambiente em que

estdo. As chamadas pré-inflamatérias (IL1, IL2, IL6, IL8, IL12, TNF-a e IFN-y)
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ativam o processo inflamatoério, auxiliam na eliminacdo dos patdgenos com
consequente resolucdo da inflamagdo. Por outro lado, as citocinas
antiinflamatérias (IL4, IL10, IL13, TGF-B) reduzem a resposta inflamatéria por meio
da diminuicdo das citocinas pré-inflamatérias e da supressdo da ativagdo de
mondécitos (Remick, 2003).

A producéo das Cl esta sob controle genético e, pode ser aumentada ou
diminuida de acordo alteragdes no genoma. Os genes das citocinas fazem parte
de um grupo extremamente polimoérfico e as suas mutagdes afetam varios 6rgaos
e sistemas do organismo, como por exemplo, a sua atuagcao no desencadeamento
da ativacao ou supressao de diversos outros genes (Carvalho, 2005).

Polimorfismo génico é definido como a presenca de mdltiplos alelos para
um determinado gene, devido a alteracdes na sequéncia de nucleotideos. Eles
diferem da mutacao pela frequéncia em que aparecem na populacao, que deve
ser maior que 1% (Nelson, 2001; Slavkin, 2001). Os polimorfismos podem ocorrer
de trés formas principais: polimorfismos de troca de nucleotideo Unico (SNP),
namero variavel de repeticoes em tandem (VNTR) ou microssatélites (Thompson
& Thompson, 2002).

Polimorfismos do tipo SNP sao definidos como variacbes na sequéncia de
DNA com prevaléncia em 1% ou mais da populacdo, que ocorrem no genoma
quando um unico nucleotideo — A (adenina), T (timina), C (citosina), G (guanina) -
ou outra sequéncia compartilhada, difere entre os membros de uma espécie ou

entre pares de cromossomos em um mesmo individuo (Rhodus et al., 2005;
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Rhodus et al., 2006). SNP apresentam dois alelos possiveis, reconhecidos por
sitios de restricdo. A alteracdo de um par de bases na sequéncia do DNA pode
criar um sitio de restricdo, ou seja, na dependéncia do nucleotideo presente, a
sequéncia sera ou nao reconhecida e clivada por uma enzima de restricdo
especifica. Esse tipo de polimorfismo apresenta-se uniformemente distribuido por
todo o0 genoma e € mais frequente que o VNTR e o microssatélite (Thompson &
Thompson, 2002).

Os SNP podem afetar a transcricdo génica, a estabilidade do acido
ribonucléico (RNA) e até mesmo a codificagdo de proteinas (Takashiba & Naruishi,
2000; Thompson & Thompson, 2002; Nielsen, 2004). A grande maioria dos
polimorfismos encontrados em genes das citocinas e seus receptores estédo
localizados em regides promotoras dos genes, regido intrébnica ou na regiao 3,
regides estas nao traduzidas, mas que, mesmo assim, podem influenciar a
expressdo de um gene (Jin et al., 2004; Chen et al., 2005). O DNA bruto dos seres
humanos para analises 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 voluntario é orientado a realizar um bochecho com cinco mililitros (mL)
solucdo de sacarose a 3% por 60 segundos, com movimentos que objetivam
raspar os dentes contra as mucosas bucais e a lingua (Aidar & Line, 2007). Esse
protocolo foi testado em estudos que afirmam que a qualidade do DNA bruto é
semelhante aquele obtido nas extracoes de DNA proveniente de sangue periférico

(Bufalino, 2010; Aquino, 2011).
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Os polimorfismos em regides promotoras podem alterar ou anular as
atividades de elementos reguladores da transcricdo, entre outras moléculas, e
comprometerem o seu sinal da transducgao (Jin et al., 2004). Apesar de ser muito
frequente, a grande maioria dos polimorfismos observados nos genes das
citocinas parece ter pouca ou nenhuma influéncia na producéo de citocinas ou na
expressao génica (Keen, 2002). Contudo existem trabalhos que relacionam os
polimorfismos em genes de citocinas com as DAl (Sakamoto et al., 2006;
Dickinson et al., 2008). Dentre esses estudos, ha aqueles que relacionam
polimorfismos em genes de citocinas com DAI orais, como o liquen plano oral,
aftas e outras como a doenca periodontal, sindrome da ardéncia bucal e mucosite
oral associada a quimioterapia e/ou radioterapia (Lang et al., 2000; Sonis et al.,
2002; Trevilatto et al., 2003; Rhodus et al., 2005; Guimaraes et al., 2006; Rhodus
et al., 2007; Xavier et al., 2007).

Outro aspecto é o fato de que estas variagcbes podem afetar a forma como
0os seres humanos desenvolvem doengcas, como respondem a agentes
patogénicos, produtos quimicos, medicamentos, vacinas e outros agentes
terapéuticos. Uma grande importancia do estudo dos polimorfismos SNP na
pesquisa biomédica é a possibilidade de comparar regidbes do genoma entre
geracdes de individuos, bem como a correspondéncia com coortes de pacientes
com e sem uma doencga (Zhang et al., 2008).

Os SNP localizados, principalmente, na regidao promotora de alguns genes
relacionados as respostas inflamatérias, podem regular a expressdo dessas

citocinas. Esses SNP promovem a expressao de alelos que podem interagir com
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diferentes fatores transcricionais, aumentar a producao dessas proteinas e elevar
seus niveis 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 Cl por eles reguladasdas.

Os polimorfismos se manifestam como fenétipos com alta, intermediaria ou
baixa producao de proteinas (Wilson et al., 1997; Pravica et al., 1999; Visentainer
et al., 2008). Um grande numero de polimorfismos génicos tem sido identificado
em genes das citocinas inflamatérias e varios estudos demonstram uma
associagdo destes polimorfismos com um efeito protetor ou uma maior
predisposicao ao desenvolvimento de doencas (Dutra et al., 2009).

A correlacao da presenca dos SNP com a dosagem de citocinas séricas,
em pacientes portadores de DAI orais, tem sido método bastante utilizado para a
avaliacdo da associacdo do gendtipo com o fendtipo e, por conseguinte, a
compreensao da patogénese e prognostico desse grupo de doencgas (Wilson et al.,
1992; Yamamoto & Ozaki, 1995). Estudos dos SNPs relacionados,
especificamente, a sintese de citocinas das respostas Th1 e Th2, tém sido
realizados com o objetivo de se entender a patogénese do LPO (Sugerman et al.,
2002; Pezelj-Ribaric et al., 2004).

A IL1-B é uma CIl que tem efeitos em varios tipos celulares e interage com
outras citocinas (Dinarello, 1996; Dinarello, 1997; Arend, 2002). Essa IL apresenta
efeitos biolégicos sobre a superexpressao de genes das citocinas e mediadores

pré-inflamatérios. A producdo de IL1-f pode ser estimulada por fatores
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microbioldgicos (presenca de virus, bactérias ou fungos) e ndo microbioldgicos,
como outras citocinas (Dinarello, 1996). Quando em conjunto, a IL1-B e TNF-q,
possuem efeitos sinérgicos, como indugdo de moléculas de adesao, essenciais
para as fases iniciais da resposta inflamatéria (Santila et al., 1998; Dinarello,
2000).

Atualmente ha dois polimorfismos bastante estudados na IL1-B: 0 -511C/T
localizado na regido promotora do gene, e 0 +3953 C/T localizado no quinto exon
(Bensen et al., 2003). Os macréfagos de individuos com o genétipo 3953 T/T
tendem a produzir mais IL1-B, quando comparados aos de individuos com o
gendtipo 3953 C/C (Pociot et al., 1992). Esses polimorfismos tém sido associados
com diferentes DAl e com outras doencas com o componente inflamatorio
relevante (Kornman et al., 1997; Gore et al., 1998).

O gene IL4 é localizado cromossomo 59g31. A substituicdo do nucleotideo
(C-T) na posicao -590 da regidao promotora do gene também tem sido associada a
varias DAl (Kahn et al., 2003), pois sabe-se que essa Cl é responsavel pela
mudanca de expressdo da imunoglobulina M (IgM) para imunoglobulina E (IgE)
nos linfécitos B (LB) que media os processos auto-imunes (Marsh et al., 1994;
Carvalho, 2005).

Além disso, sabe-se que a supressao da DAI esta ligada a presenca de
células T do subtipo Th2, o qual esta relacionado com secrecéo de IL4 e confere
efeito protetor aos portadores de DAI (Friedman & Weiner 1994; Hancock et al.,

1994). Além disso, o gene IL4 regula as reagbes imunes mediadas pela
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imunoglobulina E (IgE) e por células como mastécitos e eosindfilos. Essa IL
também exerce importantes agbes sobre diversos as fungdes de tipos celulares e
podem atuar como fator de crescimento e diferenciagdo das células T e estimular
a expressao de certas moléculas de adesao (Ribeiro et al., 2010).

A superexpressdo de IL4 foi avaliada nos queratindcitos e em células
provenientes do infiltrado inflamatério de pacientes com LPO, e esse fato mostrou
que houve um aumento na producdo desta IL4 associada a presenca de LPO
(Yamamoto & Osaki, 1995). Além disso, foi realizada a analise 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-y e do gene IL4 em 151 pacientes com LPO e 143
controles saudaveis. Os dados revelaram que as frequéncias do alelo IL4 C-590 (p
= 0,001) e do gendtipo CC (p = 0,024) nos pacientes com a forma nao erosiva do
LPO (neLPO) foram significativamente maiores que as dos pacientes do grupo
controle. Os autores concluiram que os polimorfismos do gene IL4 parecem ter
uma acao protetora sobre os individuos, uma vez que essa Cl influencia
negativamente a suscetibilidade ao desenvolvimento de formas mais graves da
doenca e progressao do LPO nessa coorte de etnia chinesa (Bai et al., 2008).

O TNF-a € uma citocina pleiotrépica que exerce importantes atividades pro-
inflamatérias (Carswell et al., 1975) e é produzida principalmente por mondcitos e
macrofagos, embora outras células como LB e LT também a secretem (Wilson et

al., 1997). Essa ClI é codificada pelo gene TNF que esta localizado junto a regiao
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de codificagdo do complexo de histocompatibilidade maior Il (MHC-classe Ill)
(Hoffstedt et al., 2000). O TNF-a € um mediador primario da resposta inflamatéria
e atua na patogénese de DAI, pois € a primeira Cl a ser secretada durante
processos inflamatérios e € responsavel pelo desencadeamento da cascata de
ativacado de varios outros genes como os das IL1 e IL6 (Makhatadze, 1998;
Hoffstedt et al., 2000).

O polimorfismo mais comumente estudado no gene TNF é o0 -308 G/A e é
também conhecido como TNF 1/2. Esse SNP é localizado na regido promotora do
gene na posicao -308 e possui dois alelos possiveis: TNF-308 A1, que apresenta
uma guanina (G) e é a forma mais frequiente, e o TNF-308 A2, que possui uma
adenina (A) e é a forma menos freqiente. O alelo menos freqliente parece estar
associado a maior atividade e, portanto, é responsavel pelo aumento dos niveis
séricos de TNF frente a estimulos celulares (Carvalho, 2005).

O polimorfismo do TNF-a na posig¢ao -308G/A tem sido associado com a
ocorréncia e/ou predisposicao a varias enfermidades, como sarcoidose,
leishmaniose, malaria e LES, entre outras. Alguns trabalhos demonstram uma
correlacdo positiva entre o gendtipo -308G/A e o desenvolvimento de DECHc
(Takahashi et al., 2000). Ha trabalhos na literatura que associam o polimorfismo -
308G/A com a ocorréncia de LPO, quando se comparam os dados com os de
pacientes controles (sem a doenca), visto que esse fenbtipo propicia o aumento da
sintese das citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IFN-y (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 varias células usualmente em resposta a estimulos de outras
citocinas. Varios polimorfismos tém sido descritos na regido 5 do gene IL10,
dentre estes, 3 mutagdes em ponto nas posi¢cdes —1082G/A, -819C/T e —592C/A,
as quais sao as mais estudadas e determinam 3 possiveis haplotipos GCC (-
1082G, -819C e —592C), ACC (-1082A, -819C e —592C) ou ATA (-1082A, -819T e
—592A). Dentre os gendtipos possiveis, podem ser definidos os fendtipos: AT/AT -
baixo produtor, AC/AT ou AC/AC ou GC/AT ou GC/AC — produtor intermediario e
GC/GC - alto produtor (Carvalho, 2005). Nos humanos, a interleucina 10 (IL10) é
produzida nos LB, linfécitos Th2 e nos mondcitos. Essa IL possui uma fungéo
inibitéria da proliferacéo dos linfécitos Th1 (Sivula et al., 2009) e da producéao de
IFN-y e IL2, IL1-B, IL6, IL8, IL12 e TNF-a (Reitamo et al., 1994; Lazarus et al.,
1997; Moore et al., 2001; Nolan et al., 2004).

Contrariamente a essa acao antiinflamatéria, a IL10 promove a resposta de
células B, em parte por funcionar como fator de crescimento destas células, e em
outra pela inibicao das células L-Th1, atuar nas células B dos centros germinativos
aumentando a expressdo do gene bcl-2, fato esse que impede a apoptose de
células B auto-reativas. Portanto seria facilitador das manifestagdes auto-imunes
(Moore et al., 2001, Carvalho, 2005). E, a partir desses achados, foi possivel
observar a influéncia positiva do polimorfismo da IL10, em portadores de LPO

(Xavier et al., 2007).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos gerais

Diferenciar o Liquen Plano Oral (LPO) da reacéo liquendide oral associada
ao amalgama dental (RLO-AD) por meio de caracteristicas clinica, histopatoldgica,
presenca de hipossalivacao e analise de polimorfismos.
3.2 Objetivos especificos

1. Distinguir o LPO da RLO-AD por meio da analise de outros achados
histopatolégicos, como hiperqueratose, acantose, atrofia epitelial, fenda
subepitelial focal, projecdo em dente de serra, derrame pigmentar,
exocitose e presenca de foliculo linféide, presenca de corpo de Civatte e
infiltrado inflamatério perivascular profundo (localizado na submucosa);

2. Distinguir o LPO da RLO-AD por meio da espessura epitelial e espessura
do infiltrado inflamatério em banda subepitelial (IIBSE);

3. Analisar o IIBSE e distinguir o LPO da RLO-AD por meio da quantidade de
linfécitos T CD-3, T-CD-8, linfécitos B, plasmécitos e mastocitos
imunomarcados no em area de 1mm?;

4. Analisar hipossalivagdo no grupo de voluntarios portadores de LLO
comparada com voluntarios saudaveis, por meio de mensuracao do fluxo
salivar;

5. Identificar a frequéncia dos polimorfismos nos genes das respostas Th1/2:
IL1-B+3953C/T, IL4-590C/T, TNF-a-308G/A e IL10-592A/C, em pacientes

portadores de LLO.

37



38



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo e divisao dos grupos
O estudo foi transversal e compreendeu trés grupos de estudos, que foram

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

Divisdo dos grupos

Grupo 2 — controle - Grupo 3 — controles
Coletad Grupo 1 — portadores o S =
oletados voluntarios saudaveis caucasoides — estudo
de LLO n=74 : .
n=39 de polimorfismo n=100
- ~ ~
Subgrupo 1.1 -
| portadores de LPO-c Todos foram Todos foram
analisados n=39 analisados n=100
n=30
_ v,
‘e N\
Analisados - Subgrupo 1.2 -
— portadores de RLO-RAM-c
n=9
\ J
%ubgrupo 1.3 —ndo apresentaram critérios clinico-patoldgicos da OMS n=35
» Casosreanalisados n=31
L L—{ * Casosde LVP n=2
¢ Casode LPO escleroson=1
* Casode LPO ulcerado sem estrias brancas n=1

e

Figura 1 — Fluxograma da divisao dos grupos.

O grupo 1 foi composto 74 voluntarios, de ambos os géneros, com idades
entre 18 e 60 anos, em bom estado geral de saude de acordo com o célculo
amostral, portadores de lesdes liquendides orais (LLO), selecionados a partir do
banco de laminas e laudos, que apresentaram diagndsticos histopatoldgicos de

LPO, compativel com LPO, RLO-AD ou compativel com RLO-AD dos laboratérios
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de patologia da FOP-UNICAMP (Piracicaba, SP), Faculdade de Odontologia da
UFPE (Recife, PE) e pacientes provenientes da demanda espontanea do
atendimento do Orocentro da FOP-UNICAMP (Piracicaba, SP), Clinica de
Estomatologia da UFPE (Recife, PE). Os voluntarios que compuseram o grupo-1
foram pacientes que ja haviam sido submetidos ao exame fisico extra e intraoral
com luz artificial proveniente do equipo odontolégico e uso de instrumentais
convencionais para exame fisico. De posse dos dados presentes em suas fichas
clinicas foram novamente analisados de acordo com os critérios clinico-
histopatoldgicos propostos pela OMS e a partir dai 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 variavel hipossalivacao, foram
selecionados 39 voluntarios saudaveis pareados com os pacientes dos subgrupo
1.1 e 1.2 de acordo com género e idade com variagdo de mais ou menos cinco
anos, em bom estado geral de salude e que possuiam restauracbes em
amalgama, mas que eram livres de liquen plano oral (LPO) ou reacgao liquendide
oral (RLO) e se enquadravam nos critérios de elegibilidade (vide critérios de
inclusdo/exclusdo do grupo de controles para hipossalivagdao) atendidos no
Orocentro da FOP-UNICAMP (Piracicaba, SP) e Clinica de Estomatologia UFPE
(Recife, PE).

Para compor o grupo de controles utilizados no estudo dos polimorfismos
dos genes IL1-B398CT  TNF-q308%A |L10°92AC ¢ |L47°9CT (grupo 3), foram
utilizadas 100 amostras de DNA isoladas extraidas de sangue periférico do grupo

de voluntarios caucaséides, nao 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 extragéo de
DNA e genotipagem foi autorizada previamente e independente dessa pesquisa,
apos esclarecimento dos procedimentos e possivel utilizagdo do material coletado
para analise de polimorfismos em uma populagdo saudavel e assinatura de termo
de consentimento padrdo para doadores voluntarios daquela unidade, que
contempla autoriza¢ao para uso das amostras para estudos.

O tamanho da amostra foi baseado na prevaléncia das manifestagdes orais
de lesdes liquendides em diversos estudos. Foram considerados estudos que
avaliaram a prevaléncia (p) do LPO p = 1% a 11, 62% e da RLO-AD p = 1%.
Observou-se que a prevaléncia variou entre 1% a 11,62%, sendo o0 ponto médio
deste intervalo p = 5,81%. O erro amostral foi estimado pela diferenca entre as
prevaléncias estudada e real, e quanto menor fosse o erro amostral, maior seria 0
tamanho da amostra, portanto foi ideal calcular pelo menor erro amostral
(Medronho et al., 2002). Portanto, para o calculo amostral foi adotado nivel de
significancia de 5% e prevaléncia estimada de 12%, que resultou em uma amostra
de no minimo n = 30 sujeitos. Entretanto foram consideradas as perdas durante o
seguimento da pesquisa, por isso foram coletados dados mais de 30 voluntarios
portadores de LLO, dos quais foram selecionados 39 casos de LLO para as
analises clinicas, histopatolégicas, imuno-histoquimicas, de hipossalivacdo e

polimorfismos génicos.
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4.2 Critérios de inclusao e exclusao dos voluntarios e meios de convocacao
dos sujeitos
4.2.1. Grupo de casos portadores de LLO (LPO ou RLO-AD) — Grupo
1

4.2.1.1 Critérios de inclusdo

. Ser portador de LPO ou RLO-AD com laudos com o0s seguintes
diagnésticos histopatolégicos: LPO, compativel com LPO, RLO ou compativel com
RLO. Foram considerados os critérios de diagnéstico da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) do LPO e LLO modificados por Van der Meiji et al., 2003;

. Ambos os géneros com idade acima de 18 anos e aptos a assinar o TCLE;

. Ser saudavel nao portador de DAl (quadro 2) que ndo faziam uso dos
medicamentos potencialmente associados a reagdes liquendides (Quadro 3) e ndo
ter sido tratado pelo transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH);;

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

4.2.1.2 Critérios de exclusdo

. Nao ser portador de LPO ou RL-AD com laudos com os seguintes
diagnésticos: LPO, compativel com LPO, RLO ou compativel com RLO. Foram
considerados os critérios de diagnostico da Organizacao Mundial de Saude (OMS)
do LPO e LLO modificados por Van der Meiji et al., 2003;

. Idade inferior a 18 e ndo aptos para assinar o TCLE;

. Individuos portadores de DAI (quadro 2) ou em uso dos medicamentos

potencialmente associados a reacdes liqguendides (Quadro 3);
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. Nao se enquadrar nos critérios de elegibilidade ou ndo consentir a sua

participacdo na pesquisa.

Apo6s obtengdo da aprovagdo do comité de ética e pesquisa em seres

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

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

1.

Verificagdo do arquivo de laudos e fichas clinicas do laboratério de
Patologia da Universidade Federal de Pernambuco e Laboratério de
Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da UNICAMP
entre os anos de 1990 a 2009 e também identificacdo dos pacientes
provenientes da demanda espontanea dos centros descritos;

Apés a verificacdo e identificagdo do registro dos voluntarios, foram
acessadas as informacdes de contatos de telefone e/ou
correspondéncia a fim de serem recrutados por esses meios. Os
voluntarios que compareceram foram distribuidos 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 voluntario era excluido da

pesquisa.

. Os voluntarios que foram recrutados e compareceram, e 0S NOVOS

pacientes provenientes da demanda espontdnea dos centros de
diagnéstico descritos passaram pelos procedimentos de pesquisa

conforme os itens 4.4 a 4.7.
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4.2.2. Grupo Controle- estudo de hipossalivacao— Grupo 2

4.2.2.1 Critérios de inclusdo

. Apresentar restauracdo em amalgama de prata ha pelos menos cinco anos;
. Nao apresentar LPO, reagbes liquendides induzidas por uso de
medicamentos e/ou contato com restauracdo (6es) de amalgama além nao ter
sido tratado pelo transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH);

. Pacientes pareados com os grupos 1 para género e idade considerando um
intervalo de +/- 5 anos;

. Ser saudavel, ndo portador de DAI (quadro 2) e n&o utilizarem
medicamentos potencialmente associados a reagdes liquendides (Quadro 3);

. Consentir a sua participacdo na pesquisa por meio da assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.2.2.2 Critérios de exclusdo

. Nao possuir restauracdo em amalgama de prata ha pelo menos cinco anos;
. Apresentar sinais de LPO, reacdes liguendides induzidas por uso de
medicamentos e/ou contato com restauracao (6es) de amalgama.
. Ser portador de DAI (quadro 2) ou estar em uso de medicamentos
potencialmente associados a reacdes liqguendides (Quadro 3);
. Nao se enquadrar nos critérios de elegibilidade.

4.2.3. Grupo controle - estudo dos polimorfismos — Grupo 3

4.2.3.1 Critérios de inclusdo

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

Laboratério de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP;
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. Estar pareado com os grupos 1 e 2 para género e idade considerando um
intervalo de +/- 5 anos;

. Por fazerem parte do grupo de CC, ja haviam consentido a sua participacéo
nas pesquisas de polimorfismos, visto que assinaram um TCLE especifico do
Hemocentro da UNICAMP no momento da coleta do seu material genético.

4.2.3.2 Critérios de exclusio

. Amostras de DNA de pacientes nao pareados em género e idade e nao
serem provenientes do grupo de CC do Laboratério de Hemostasia do
Hemocentro da UNICAMP;

. Nao se enquadrar nos critérios de elegibilidade.

4.3 Aplicacao dos critérios OMS, 2003 para selecao dos casos de LPO e
RLO-AD

No momento do novo exame clinico foram obtidas fotografias da mucosa
oral bilateralmente de todos os pacientes, com o objetivo de arquivar as imagens
clinicas. Estes procedimentos eram realizados de forma habitual nos servigos
relacionados a esta pesquisa. No caso de pacientes novos, provenientes da
demanda espontanea dos servigos, foram realizados exames clinicos, tomadas de
fotografias, biopsia incisional das LLO e esses pacientes foram incluidos no grupo
de estudos. Apds a remocéo cirargica, o espécime foi fixado em formol neutro a
4% e encaminhado para processamento histoldégico de rotina para inclusdo do

espécime em blocos de parafina. A partir dai foram realizados cortes de cinco
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micrébmetros (um) para montagem na lamina e os preparados histologicos
receberam a coloracao de rotina em H&E.

De acordo com os critérios da OMS (2003) para diagnéstico das LLO (CDx-
OMS-LLO), as caracteristicas clinicas consideradas foram: 1- presencga de lesdes
bilaterais, 2- presenca de lesdes brancas estriadas (reticular) e 3- presenca de
lesbes erosivas, atroficas, bolhosas e papulares associados a presencga de lesdes
brancas em qualquer outro local da MO. Ainda de acordo com os CDx-OMS-LLO,
as caracteristicas histopatolégicas consideradas foram 1- presenca de uma faixa
bem definida de zona de infiltrac&o celular limitada a por¢céao subepitelial, composta
predominantemente por linfocitos; 2- sinais de “degeneragdo liquefativa” nas
células da camada basal; e 3- auséncia de displasia epitelial (Quadro 3). O LPO
foi considerado quando presentes pelo menos os dois primeiros critérios clinicos
(lesbes bilaterais, a maioria simétrica, e presenca de redes entrelacadas de linhas
cinza-esbranquicadas ligeiramente elevadas padréo reticular), em associacao com
a presenca dos critérios histopatoldégicos. A RLO-AD foi considerada quando
presentes as lesdes associadas as restauracées em amalgama e o paciente nao
possuia nenhuma outra lesdo em outros locais da mucosa oral, bem como a

obediéncia aos critérios histopatoldgicos.
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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 biol6gicos foram realizados nos
voluntarios dos grupos 1 e 2 apos a obtencdo da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICES A e B), no qual os
mesmos foram informados dos objetivos da pesquisa e de todos os procedimentos
relacionados a mesma, bem como dos riscos e beneficios, possiveis reacdes
adversas e/ou constrangimentos ocasionados pelos procedimentos de coleta dos
dados demograficos, coleta das amostras de saliva, e no caso dos pacientes dos
grupos de estudo, da possibilidade de procedimento de bidpsia, se houvesse
indicacao.

Todos os voluntarios dos grupos 1 e 2 foram submetidos ao exame clinico
da MO e aplicagdo de um questionario estruturado para obtencdo dos dados
sécio-demograficos, dados médicos e histéria da doenca atual (APENDICES C e
D).

4.4.2 — Coletas da saliva

4.4.2.1 Coleta da saliva para testes de hipossalivacdo dos pacientes

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

Os voluntarios do grupo 1 (n=74) foram submetidos a duas coletas de
amostras salivares, com finalidades distintas: a primeira, para a mensuragao da

hipossalivacao e a segunda, para extracdo de DNA e avaliacdo dos polimorfismos.
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Nos voluntarios do grupo 2 (n=39) foi conduzida apenas a coleta de saliva para a
mensuragao da hipossalivagao.

A coleta foi realizada em todos os pacientes até as 10 horas da manha e
seguiu da seguinte forma: o paciente foi orientado a ndo ingerir alimentos, beber
ou fumar por um periodo minimo de 30 minutos antes da coleta e expelir em um
recipiente plastico a saliva total ndo estimulada produzida durante o periodo de
cinco minutos. Ao término da coleta, a amostra foi mensurada em mililitros com
uma pipeta volumétrica de precisdo e a quantidade de saliva total foi dividida pelo
tempo de coleta.

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

extracao 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 voluntario
foi orientado a realizar um bochecho com 5 mL solucao de sacarose a 3% por 60
segundos e raspar as mucosas e a lingua contra os dentes. O conteudo resultante
do bochecho foi transferido para um tubo de 15 mL, o qual continha o volume de 5
mL de uma solucao 66% alcodlica composta por 17 mM Tris-HCI pH 8,5 mM NaCl
e 7mM EDTA para evitar o crescimento bacteriano e apés a coleta, o material foi
estocado a 4°C.

O isolamento do DNA gendmico foi realizado de acordo com as seguintes
etapas: a cada tubo foi adicionada agua destilada e deionizada autoclavada q.s.p.
15 mL. Apds centrifugacao e descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado

em solucado aquosa, composta por 17 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl e 7 mM
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EDTA. Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em solugéo de lise composta por 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5%
dodecil sulfato de sédio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 ug de proteinase K (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e incubado a 50°C em movimento continuo semicircular. Apés
16 h de incubacado, foram adicionados 500 ul de uma solugdo aquosa de 1 mM
EDTA e 7,5 M acetato de aménio. A mistura foi centrifugada por 10 min. a 12.000
g a 4°C. O precipitado de DNA foi lavado com etanol 70%, centrifugado (12.000 g
por 5 min.), secado a temperatura ambiente durante 30 min. e ressuspendido em
tampao Tris-EDTA (TE Buffer). A concentracdo e pureza das amostras foram
determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm (espectrofotometro Genesys
2, Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA) e relacdo de July (leitura de 260nm
dividida pela leitura de 280nm). Quando acima de 1,2, era considerado um bom

DNA bruto.

4.5 Analises das amostras
4.5.1 - Analises histopatologicas dos outros achados microscopicos

Apo6s selecdo dos casos de LPO e RLO-AD, que compuseram o0s
subgrupos 1.1 e 1.2, respectivamente, por meio da utilizacdo dos critérios
adotados pela OMS, foram analisados outros achados microscopicos como: a
hiperqueratose (hiperortoqueratose e hiperparaqueratose), acantose, atrofia
epitelial, fenda subepitelial focal, projecbes em dentes de serra, derrame
pigmentar, exocitose, presenca de foliculos linféides, presenca de corpos de

Civatte e infiltrado inflamatério perivascular profundo localizado na submucosa.

49



O diagnostico de hiperqueratose foi estabelecido pela observacdo da
presenca de aumento da espessura da camada cérnea, sendo esta considerada
hiperortoqueratose quando da auséncia de remanescentes nucleares ou celulares;
e hiperparaqueratose, quando na presenga destes remanescentes nucleares ou
celulares. A acantose foi considerada como espessamento da camada espinhosa,
associada ou ndo ao alongamento e confluéncia das papilas epiteliais. A atrofia
epitelial foi considerada quando da reducéo da espessura do epitélio focal ou total.
A fenda subepitelial focal foi considerada quando houvesse qualquer separagéao
entre o epitélio e o tecido conjuntivo, que nédo se estendesse ao longo de todo o
corte. As projecdes em dente de serra foram consideradas quando da presenca de
formagéo de papilas epiteliais em formatos triangulares com vértice voltado para o
tecido conjuntivo. O derrame pigmentar (ou pigmentagdo incontinente) foi
considerado quando havia qualquer quantidade de melanina localizada na Iamina
prépria. A vacuolizagdo da camada basal foi considerada quando da presenca de
degeneracao hidrépica das células da camada basal. A presenca de foliculo
linféide foi considerada quando na presenca de agregados linféides observados no
tecido conjuntivo.

A presenca de corpos apoptéticos de Civatte foi considerada a partir da
observacdo de queratindcitos necroticos localizados nas camadas espinhosa e
cérnea do epitélio, os quais apresentavam formato irregular, com ou sem nucleo e
coloragao citoplasmatica eosinofilica. O infiltrado inflamatério perivascular
profundo foi definido como a presencga de células inflamatérias linfoplasmocitarias

aglomeradas ao redor dos vasos do tecido conjuntivo profundo, ou seja,
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localizados na submucosa. Todos estes achados, apds serem analisados,
receberam os seguintes valores: 0= ausente; 1= presente.

A exocitose epitelial e o infiltrado inflamatorio subepitelial (IISE) localizado
na lamina prépria foram avaliados subjetivamente com a concordancia 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 (+++), € 4 = muito intenso
(++++). O infiltrado inflamatério subepitelial também foi classificado como em 1=

banda ou 2= disperso.

4.5.2- Andlise da espessura do infiltrado inflamatorio subepitelial em

banda e da espessura epitelial
A analise morfométrica computadorizada foi realizada no Laboratério de
Histologia da FOP-UNICAMP, para as tomadas das medidas de espessura de
IISEB localizado na camada mucosa restrito a lamina prépria, e da espessura
epitelial por meio da utilizacao de um sistema de anélise de imagens composto por
um microscopio Leica DMLP, uma camera fotografica Leica MPS 60 e uma placa
de captura de imagens para transferéncia para uma CPU Leica DFC280. A

mensuracao em micrometro (um) foi realizada em aumento de 100x (Figura 2).
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Figura 2 - Fotomicrografia com os tracados da espessura epitelial e da
espessura do IISE em um fragmento de mucosa revestido por tecido epitelial
estratificado pavimentoso. Nota-se tecido conjuntivo exibia area de infiltrado
inflamatoério em banda que se estendia desde a lamina prépria até pouco acima do
limite da submucosa (H&E, objetiva de 100x).

A espessura do infiltrado inflamatério subepitelial (IISE) foi definida como a
area, rica em células inflamatérias que se estendia do dpice da papila conjuntiva
até sua porc¢ao inferior na lamina prépria. Foi mensurada em trés areas 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, trés maiores, representadas pela distdncia entre a superficie
externa do epitélio até a ponta da crista epitelial, e trés medidas menores, da
distdncia entre a superficie do epitélio até a zona da membrana basal (ZMB)

localizada entre duas projecdes epiteliais. Essas medidas permitiram a verificacdo

de qual LLO apresentava epitélio mais espesso ou mais delgado. Ap6s a tomada
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das medidas, todos os dados foram processados no programa Excel (Office 2007)
para os calculos das médias.
4.5.3 — Imuno-histoquimica

Com o objetivo de contagem das células presentes no |ISE presente no
LPO e na RLO-AD foram realizadas as coloragdes imuno-histoquimicas (IHQ) nos
preparados histologicos com os anticorpos listados no quadro 5.

Para a realizacdo das reacdes IHQ todos os blocos foram cortados na
espessura de 3 uym e os fragmentos colocados sobre laminas previamente
tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma aldrich Chemical Company,
EUA). Inicialmente os cortes foram desparafinizados com duas sequéncias de xilol
por 10 minutos cada em temperatura ambiente, hidratados em solucdo de
concentragdes decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e posteriormente
foram lavados com agua corrente e destilada. A atividade da peroxidase enddgena
foi inibida utilizando peréxido de hidrogénio a 10% em cinco incubagdes de cinco
minutos cada, e posteriormente os cortes foram lavados com agua corrente e
destilada.

A recuperagao antigénica foi realizada de acordo com os padrdes descritos
no quadro 5. Apos resfriamento do liquido, os cortes foram lavados em agua
corrente e destilada, e colocados em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)

a 10mM (pH 7,0).
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Quadro 5 - Células analisadas, anticorpos primarios, clones, diluigbes,
recuperacao, tempo de incubacédo e fabricantes que foram utilizados no estudo
imuno-histoquimico.

Células Anticorpo Clone Diluicao, recuperacao e Fabricante
primario tempo de incubacao
Linfocitos CD-3 - 1:300, panela de pressao 3 Dako
min., overnight
CD-8 C8/144B 1:100, panela de presséao 3 Dako
min., overnight
CD-20 L26(1,2) 1:10000, panela de presséo 3 Dako
min., overnight
Plasmoécitos  Plasma Cell VS38c  1:400, panela a gas com acido Dako
citrico pH 6 por 3min.; overnight
(16h na geladeira 4°C)
Mastécitos Mast Cell MY15 1:100, panela de presséo 3 Dako
CD-138 min., overnight

Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios, de acordo com a
sua especificacao, e diluidos em albumina sérica bovina (BSA) a 1% e azida
sédica (NaN3) a 0,1% em PBS, em camara umida por 18 horas a 4°C. Apéds a
incubagdo com os anticorpos primarios, os cortes foram lavados em PBS (trés
trocas), e o anticorpo secundario conjugado a peroxidase foi adicionado (Strept AB
Complex/HRP Duet, Dako, EUA, 1/500, especificos para a espécie animal em que
foi produzido o anticorpo primario) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, os
cortes foram novamente lavados em PBS (irés trocas) e expostos ao sistema
estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, 1:500) por
mais 30 minutos a 37°C.

A revelacao foi feita com 120 mg de substrato cromogénico 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma) misturado em 200 mL de PBS, 2 mL de peréxido

de hidrogénio (20 volumes) e 2 mL de dimetilsulféxido (DMSQ), e incubado em

54



camara seca a 37°C durante cinco minutos. Terminada esta etapa, os cortes
foram novamente lavados em agua corrente e destilada e contra-coradas com
Hematoxilina de Carrazi durante cinco minutos, desidratados com dois banhos em
solucdo de etanol a 100%, diafanizados em xilol com duas trocas de 10 minutos
cada, e as laminas foram montadas em Béalsamo do Canada. Preparados

histologicos-controle foram utilizados em todas as reacoes.

As quantificacées dos linfécitos T-CD3+, linfécitos T-CD8+, linfocitos B,
plasmadcitos e mastocitos, presentes no infiltrado inflamatério das 39 LLO
classicas, foram realizadas com microscépio de luz (Carl Zeiss), objetiva de 40x e
ocular reticulada PK 8x (Reichert, Austria) composta de 10 linhas paralelas e 100

pontos com extensdo de 150um e area de 22.500um? (Figura 3).
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Figura 3 — Fotomicrografia esquematica do posicionamento da ocular
micrométrica (modelo PK 8x, Reichert) na camada justaepitelial (lamina propria)
até a membrana basal (LPO, imuno-histoquimica CD3, 320x.
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A contagem foi realizada no laboratério de Patologia Bucal da UNICAMP e
obtida por meio da leitura de sete campos selecionados previamente e
sequenciados e localizados na regidao subepitelial. A escolha da regido 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 laminas dos casos selecionados, e os resultados foram

expressos em células positivas por area de um milimetro quadrado (1 mm?).
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Figura 4 — Em A: Fotomicrografia esquematica da area selecionada para a
analise, com um sinal indicativo do local da leitura. Em B: Fotomicrografia do
posicionamento esquematico da graticula proveniente da ocular e a sequéncia
figurativa dos sete campos sequenciais selecionados (LPO, IHQ Plasma Cell;
magnificacdo em A x25, em B x100).

Para a determinacdo do numero médio das células marcadas
positivamente/mm? foi utilizado o programa Excel (Office 2007) e, apés o célculo
final da média de quantidade de células em um mm?, as médias das quantidades

das células imunomarcadas, em cada LLO, foram comparadas estatisticamente.
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4.5.4 Analise da hipossalivacao
Os valores de referéncia 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
hipossalivacdo. Para a analise das variaveis de fluxo foram atribuidos os seguintes
valores: fluxo de normal a baixo foi considerado sem hipossalivacao e recebeu o

valor 1; e aos pacientes com hipossalivacao foi atribuido o valor 2.

4.5.5 Analises dos polimorfismos dos genes da resposta Th1 e Th2.

4.5.2.1 — Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) dos genes relacionados

as respostas Thi1 e Th2

As regides de interesse dos genes IL1-B*3953¢T(Taal) TNF.q-308&/A (Neo ) 1) 10

992AC(Rsa 1) o | 4990CTAva 1) foram amplificadas a partir de amostras de DNA
gendmico (grupo 3) e provenientes do material genético das células descamadas
da MO (grupo 1) por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os
oligonucleotideos (ou “primers”) foram conferidos quanto a sua especificidade, e
comparados com todas as sequéncias ja identificadas, presentes no “Gene Bank”
(NCBI-National  Center for  Biotechnology Information- NIH, EUA-
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequéncias de oligonicleotideos dos

fragmentos dos genes a serem estudados e das enzimas de restricao utilizadas

para a analise dos polimorfismos estao descritas no quadro 6.
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As reacgdes de amplificagdo por meio de PCR simples foram realizadas com
uma mistura de reagentes e volume final de 30 uL, composta por 20 U/uL de Taq
polymerase (Promega® Madison, WI, EUA), 200 uM dNTP, 0,5 uM de cada um
dos oligonicleotideos, e 1,5 mM MgCI** de tampao (Promega® Madison, WI, EUA).
As amplificagdes comegcaram com um primeiro passo da desnaturacao inicial de 5
minutos a 96°C; seguido de 35 ciclos, cada um consistindo de 30 segundos a
96°C, 35 segundos a temperatura de anelamento (T anealing) ideal do
oligonicleotideo padronizada por gradiente de temperaturas (Quadro 6) e 30
segundos a 72°C de extensdo; e um passo de extensao final de 5 minutos a 72°C.
As reacgdes de amplificagdo foram realizadas em um termociclador (Perkin Elmer®

Automate 2400 - Norwalk, CT).

Quadro 6 — Sequéncia dos oligonucleotideos e indicativos da posigdo do SNP
regiao amplificada.

Gene SNP, Primers e Residuo T anealing Referéncia

IL1-B  +3953C/T 65 °C Cheng et al.,2010
F: 5-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3'
R: 5-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3'
rs143634
IL4 -590 CT 55°C Bai et al., 2007
F: 5TAAACTTGGGAGAACATGGTCY
R: 55TGGGAAAAGATAGAGTAATAZ’

rsrs2243250
IL10 -592A/C 59°C Cheng et al,
F: 5GGTGAGCACTACCTGACTAGC3; 2010
R: 55CCTAGGTCACAGTGACGTGGZ
rs1800872
TNF- -308 G/A 55°C Visentainer et al.,
a F: 5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3' 2008; Xavier et
R: 5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ al., 2007
rs1800629

Legenda: SNP: Single Nucleotide Polimorphism; Fw: forward; R: reverse; rs: residuo.
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Apés esta etapa, foram adicionados 2 pl de corante Azul de Bromofenol
Orange ao volume do produto final obtido na reacdao de PCR e foi realizada a
aplicacédo no gel de agarose a 2%, preparado com 2,0g de agarose pura e 100 mL
de TrisBorato EDTA 1X (TBE - Amresco™ Inc, Ohio, EUA) e 5 pl de Brometo de
Etidio (Promega® Madison, WI, EUA). A corrida foi realizada em uma cuba
eletroforética horizontal (Omniphor® Biosystems Comercial, Imp. e Exp. de
equipamentos para Laboratorios 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 nanémetros (nm) e as
fotografias foram tomadas com o auxilio do sistema de foto-documentacgao (Vilber

Lourmat®, France).

45.2.2 — Analise do polimorfismo por comprimento de fragmento de

restricdo (RFLP) dos genes relacionados as respostas Th1 e Th2

Para a identificagdo dos polimorfismos de Unico nucleotideo foi utilizada a
técnica de analise de polimorfismo no comprimento do fragmento de restricao
(RFLP), técnica pela qual, os fragmentos amplificados s&o encubados para a
digestdo por enzimas que reconhecem os sitios de restricio formados pela
presencga da substituicdo de um par de bases na sequencia do DNA, e posterior

identificacdo dos alelos.
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As condices fornecidas para a clivagem dos fragmentos (amplicons) foram

realizadas conforme o descrito pelo fornecedor das enzimas de restricdo, apos o

periodo de encubagdo de cada enzima (Quadro 7).

Quadro 7 — Enzimas de restricdo utilizadas na RFLP e suas condi¢cbes de

clivagem.

GENE
IL1-B-3953C/T

IL4-590C/T

TNF-a-308G/A

IL10-592A/C

Enzima e condicoes

Enzima: Taq |

6uL do produto da PCR, Buffer 4, BSA e H>O
Temperatura: 65°C overnight

Enzima: AVAII

6uL do produto da PCR, Buffer 4 e H,O
Temperatura: 37°C overnight

Enzima: Ncol

6uL do produto da PCR, Buffer 3 e H,O
Temperatura: 37°C overnight

Enzima: Rsa |

4uL do produto da PCR, Buffer 4 e H,O
Temperatura: 37°C overnight

Foram adicionados 2 yL de corante Azul de Bromofenol Orange ao volume

do produto final obtido na reagcao de incubagéo e foi realizada a aplicagao 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 auxilio do

sistema de foto-documentagao (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 Resolugcao n? 196 de 10 de

outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, foram rigorosamente seguidos.

Os pacientes incluidos nesse estudo receberam as informagdes
relacionadas aos objetivos da pesquisa, bem como sobre os métodos e
procedimentos utilizados para o seu desenvolvimento. Os individuos foram
devidamente esclarecidos quanto aos aspectos relacionados a pesquisa. Todos os
voluntarios consentiram previamente a sua inclusdo no estudo, por meio de

assinatura do TCLE (APENDICES A e B).

Para preservar a identidade do paciente, o formulario de coleta de dados
néo contemplou o nome ou 0 numero do prontudrio. Foi indicado um numero de
registro vinculado ao numero do prontuario. A utilizacdo desses ultimos dados
ocorreu nas situagcbes em que houve a necessidade de checagem das

informagdes para os exames laboratoriais.

4.7 Analises estatisticas

As informagdes obtidas foram utilizadas para a construcdo de banco e
analise dos dados com o auxilio do programa SPSS versdao 15.0. O nivel de

significAncia assumido foi de 5%. Para as andlises descritivas, foram utilizadas as
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tabelas de contingéncia. Para as analises estatisticas dos dados paramétricos
com relacdo aos critérios clinicos, hipossalivagdo, histopatolégicos, achados
histolégicos e achados imuno-histoquimicos, foi utilizado o teste exato de Fisher.
Por fim, para as analises dos dados n&o paramétricos de mensuragéo do infiltrado
inflamatorio e espessura epitelial, foi utilizada a analise estatistica pelo teste

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks.

A frequéncia alélica e genotipica foi determinada por contagem direta. O
equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado com o calculo das frequéncias esperadas
de todos os gendtipos e comparagdo com as frequéncias observadas. O teste de
Chi-quadrado (X?) foi utilizado para determinar o significado das diferencas entre

esses valores. Foram considerados em equilibrio valores de p> 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados descritivos

Esse estudo compreendeu a andlise de um total de 213 pacientes
distribuidos nos grupos e subgrupos de estudos, como descrito no capitulo de

material e métodos.

Um total de 74 voluntarios compuseram o grupo 1. Desses, 52/74 (70,3%)
eram pacientes do género feminino e 22/74 (29%) eram pacientes do género
masculino e portanto, uma distribuicao de acordo com o género de 3:1. A média
de idade desse grupo foi de 53,3 anos (minima: 28; maxima: 82; DP: 11,08). Apds
a andlise clinico-patoldgica dos voluntarios do grupo 1 de acordo com os critérios
da OMS (2003) (CDx-LLO-OMS), foram selecionados 39 casos que serviram
como “padrao diagndstico” 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 apds obtencao dos resultados das analises

clinico-patolégicas dos casos dos subgrupos 1.1 e 1.2.

De acordo com os dados da tabela 1, foi possivel observar a ocorréncia dos
30 casos de LPO (80/39; 77%) e 9 casos de RLO-AD (9/39; 23%). Dos trinta
casos de LPO, dez ocorreram em pacientes do género masculino e vinte
ocorreram em pacientes do género feminino. Dos nove casos de RLO-AD, foram

observados dois casos em pacientes do género masculino e sete em pacientes do
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género feminino. Apds analise estatistica, foi possivel observar que as LLO
afetaram mais pacientes do género feminino, numa proporcao de 3:1. A média de
idade do subgrupo 1.1, foi de 53,9 anos (minima: 28; maxima: 82; DP: 10,82). A
média de idade do subgrupo 1.2, foi de 50,4 anos (minima: 34; maxima: 68; DP:

13,93).

Tabela 1 - Distribuicdo do género de acordo com a lesao.

Diagnéstico Género Total Estatistica
Feminino Masculino X2 =226
LPO 20 10 30 p= 0,06
RLO-AD 7 2 9 OR= 2,57
Total 27 12 39 IC= 0,739 - 8,839
Ié:g?;:ja: LPO= Liquen plano oral; RLO-AD= Reacdo liquendide por amalgama

(*) — Nivel de significancia 5.0%;
(1) - Valor de p utilizando o X*: Chi-quadrado;
OR - Odds Ratio; IC — Intervalo de confianca.

Para compor o grupo-2, foram analisados os dados de 39 voluntarios,
pareados com os individuos dos subgrupos 1.1 e 1.2 em género e idade que
variou de mais ou menos cinco anos, que eram saudaveis eleitos de acordo com
os critérios de inclusdo e exclusdo 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 distincao de género ou
idade, que foram escolhidas de acordo com os critérios de inclusdo e excluséo e

gue provenientes.
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De acordo com os CDx-LLO-OMS clinicos foi possivel observar que todas
as lesbes eram brancas e estriadas, associadas ou ndo a ulceracdo. Nos casos de
LPO foram consideradas as lesdes estriadas, brancas bilaterais e simétricas e
sem causa aparente (Figura 5); e nos casos de RLO-AD, foram consideradas as
lesdes estriadas brancas, ulceradas ou ndo, em contato direto com restauracao de
amalgama (Figura 6). De acordo com os critérios histopatoldgicos dos CDx-LLO-
OMS, foram observadas nos 39 casos analisados o infiltrado Inflamatério
subepitelial em banda e a degeneragéo hidrépica da camada basal, assim como

nenhum dos casos apresentou qualquer grau de displasia (Figuras 7 e 8).

67



Figura 5 - Fotografia clinica de um caso de LPO-c. Em A e B, lesdes bilaterais de
mucosa jugal; C e D lesdes bilaterais em borda lateral de lingua; em E lesbes
simétricas em dorso de lingua; e em F lesdes simétricas em vermelhdo do labio
inferior.
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Figura 6 - Fotografia clinica de um caso de RLO-AD-c. Em A e B, auséncia de
lesbes bilaterais de mucosa jugal; C e D auséncia de lesdes nas bordas laterais da
lingua; em E auséncia de lesGes simétricas em mucosa gengival; e em F lesao
cldssica em regido de contato direto com o material restaurador de amalgama
dental.
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mucosa  revestida  por tecido epitelial  pavimentoso  estratificado
hiperparaqueratinizado. Além disso, é possivel observar no tecido conjuntivo um
infiltrado inflamatério intenso em banda justaepitelial e a presenca de fenda
subepitelial (fenda artefactual ou espacos de Max-Joseph), decorrente da
degeneracdo 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 possivel observar a degeneracdo hidrépica da camada basal e
acantose, presenca de ortoqueratina e proeminente exocitose. H&E, 200x.
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Na analise do critério da “presenca de lesbes bilaterais” como critério
diferenciador entre as LLO, foi possivel observar que esse critério esta fortemente
associado ao LPO e quando da presenca de lesdes bilaterais, o diagnéstico final

tém 10 vezes mais chances de ser LPO (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise do critério clinico da OMS “presenca de lesbes bilaterais”,
estratificado pelo diagnéstico da leséo.

Critério Clinico: OMS DIag?::atfo da Total OR (glffc:y) p-Valor
Lesoes Bilaterais °
LPO-c RLO-
AD-c
Q)
Presente 5 3 11 1,853- o)
10 53.97 <0,004*
Ausente 25 6 28 ’
Total 30 9 39

(*) — Nivel de significancia 5,0%.

(1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher.
OR - Odds Ratio.

IC — Intervalo de confianca.

Sobre o critério da “presenca de ulceracées” observado em 16 casos de
LLO ulceradas. Desses, treze (n=13) pacientes tiveram diagnéstico de LPO e 3

tiveram diagnéstico de RLO-AD.

Nos critérios histopatolégicos da OMS, verificou-se que as LLO possuem
caracteristicas histopatolégicas semelhantes. Em nenhum dos casos de LPO ou
RLO-AD foi observada a displasia epitelial, além de que o infiltrado inflamatério
rico em plasmaocitos em banda e a degeneracgao hidropica da camada basal estava

presente em 30 casos de LPO e 8 casos de RLO-AD.
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5.2 Resultados das analises dos demais achados histopatologicos

Os demais achados histopatologicos foram analisados nos 39 casos
selecionados de acordo com os CDx-LLO-OMS, e compreenderam os seguintes
eventos: presenca de hiperqueratose (hiperortoqueratose e hiperparaqueratose,
simultaneamente ou ndo), acantose, atrofia epitelial, fenda subepitelial focal,
projecao em dente de serra, derrame pigmentar, exocitose, presenca de foliculos
linféides, presenca de corpos de Civatte e presenca de infiltrado inflamatério

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 acantético e com proje¢cdes em dentes
de serra. Além disso, é possivel observar integridade da camada basal. No tecido
conjuntivo um infiltrado inflamat6ério e a presengca de agregados linfoides
indicativos de formacéo de foliculo linfoide (seta preta). (H&E, 200x).
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Figura 10 - Fotomicrografia em pormenor do foliculo linféide do caso de RLO-AD
da figura 9. O infiltrado inflamatério perivascular profundo completava o quadro
microscopico (seta). (H&E, 200x).

Figura 11 — Fotomicrografia em detalhe de um caso de RLO-AD composta por
tecido conjuntivo profundo da submucosa com infiltrado inflamatério 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
possivel observar a presenca de exocitose e um corpo apoptético de Civatte
(seta). (H&E, 200x).

Figura 13 - Fotomicrografia em maior aumento do caso de LPO da figura 12,
apresentando corpo apoptotico de Civatte (seta). (H&E, 500x).

Na anadlise da presenca de acantose e atrofia, presentes simultaneamente

ou nao, foi possivel observar 11/30 lesées de LPO apresentaram acantose e 12/30
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lesbes apresentaram atrofia; foi possivel observar também que 5/9 casos de RLO-
AD apresentaram acantose; e 4/9 apresentaram atrofia (tabela 2). Apds a
correlagdo clinico-patoldgica foi possivel observar que a acantose associada a
hiperorto ou hiper-paraqueratose foi freqliente nas LLO clinicamente mais
espessas, ou seja, mais leucoplasicas. A exocitose foi observada nas LLO mais
delgadas, e algumas vezes ulceradas e com sintomatologia dolorosa, porém

esses dados nao se constituiram como bons diferenciadores das duas LLO.

Os eventos analisados de fenda subepitelial, projecdes em dentes de serra
e o derrame pigmentar foram observados com frequéncias semelhantes em
ambas as LLO. Pelos resultados expostos na tabela 3 foi possivel observar que a
presenca dos foliculos linféides foi mais comum (com significancia estatistica) em
RLO-AD que em LPO(p<0,05). Similarmente a esses dados, também foi possivel
diferenciar a lesdo da RLO-AD do LPO pela presenca de infiltrado perivascular

profundo que apresentou maior incidéncia nos casos de RLO-AD (p< 0,001).
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Tabela 3 - Presengca de achados histopatologicos estratificados pelo

diagndstico da leséo.

Diagnéstico da

lesao Total OR (9I5(3%, ) p-Valor
Hiperqueratose LPO RLO-AD
Presente 30 9 39 p
Ausente 0 0 0 <0,647*
Total 30 9 39
Hiperortoqueratose e LPO RLO-AD Total OR (gls(:‘.% ) p-Valor
hiperparaqueratose
Presente 11 3 14 11 02291 p
Presente 20 6 26 ’ - 5,282 <0,999*
Total 31 9 40** **Um caso de LPO
apresentou hiperpara e
hiperortoqueratose
Acantose Diagnostico da IC
lesao Total OR (95%) p-Valor
LPO RLO-AD
Presente 11 4 15 559 01599  p )
Ausente 19 5 24 7 -3,276 <0,481*
Total 30 9 39
Atrofia epitelial Diagnéstico da IC
lesao Total OR (95%) p-Valor
LPO RLO-AD
Presente 12 5 17 4533 01185 p M
Ausente 18 4 22 7 -2,4  <0,327*
Total 30 9 39
Fenda subepitelial focal Diagnéstico da IC
lesao Total OR (95%) p-Valor
LPO RLO-AD
Presente 21 6 27 147 0.287- p M
Ausente 9 3 12 7 5,725 <0,575*
Total 30 9 39
Projecao em dente de Diagnéstico da IC
serra lesao Total OR (95%) p-Valor
LPO RLO-AD
Presente 19 7 26,9 00868 p )
Ausente 11 2 13 ’ -2,806 <0,352*
Total 30 9 39
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Continuacao da tabela 3:

Derrame pigmentar Diagnodstico da IC
lesao Total OR o p-Valor
LPO RLO-AD (95%)
Presente 19 6 25 jgg 01793 p M
Ausente 11 3 14 = -4,16  <0,591*
Total 30 9 39
Exocitose Diagnodstico da IC
lesao Total OR p-Valor
LPO RLO-AD (95%)
Ausente 13 4 17 o @
Presente leve 14 5 19 - -
Presente moderada 3 0 3 <0,6022
Total 30 9 39
Presenca de foliculo Diagnéstico da IC
linféide lesao Total OR (95%) p-Valor
LPO RLO-AD
Presente 3 4 7 513 00162 p )
Ausente 27 5 32 ’ , 1,165 <0,036
Total 30 9 39
Infiltrado inflamatério Diagnodstico da IC
perivascular profundo lesao Total OR o p-Valor
LPO RLO-AD (95%)
Presente 3 7 10 0,0044 o™
Ausente 27 2 29 0,31 . 2:283 <0,0001
Total 30 9 39
Corpo de Civatte Diagnéstico da IC
lesao Total OR p-Valor
LPO RLO-AD (95%)
Presente 20 7 27 457 0099 p )
Ausente 10 2 12 7 -3,272 <0,424
Total 30 9 39

(*) — Nivel de significancia 5,0%.

(1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher.
(2) - Valor de p utilizando o Teste do X>.

OR - Odds Ratio

IC — Intervalo de confianca.
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5.3 Resultados das analises do infiltrado inflamatorio subepitelial e da
espessura epitelial

Na tabela 4 podem ser observadas as meédias da espessura do infiltrado
inflamatério subepitelial (IISE) localizado na lamina prépria, médias das areas
mais delgadas e médias das areas mais espessas estratificadas pelo grupo de
estudo de acordo com a presenca de LPOou RLO-AD-c.

A média da espessura do IISE para os 39 casos analisados foi 22,91um
(min.: 0,18; Max: 92,79; DP: 14,77). Similarmente aos resultados mostrados na
tabela 4, foi possivel observar que o IISE foi mais espesso nas lesdes de RLO-AD
(23,39 um) do que no LPO (18,98 um), entretanto apds tratamento estatistico das
médias morfométricas do |ISE foi possivel observar que essa medida n&o

possibilitou diferenciar as LLO estudadas (p>0,05).

Na analise morfométrica da espessura epitelial, os casos de LPO
apresentaram epitélio mais espesso, visto que as areas mais espessas e as areas
mais delgadas apresentaram médias maiores. Por outro lado, os casos de RLO-
AD apresentaram a espessura epitelial menor, visto que as areas mais espessas e
as areas mais delgadas apresentaram médias menores. No entanto, as diferencas
das médias de espessura epitelial do LPO e da RLO-AD nao foram

estatisticamente significantes (p>0,05).
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Tabela 4 - Analises morfométricas das espessuras do infiltrado inflamatorio,
espessuras das areas espessas e das areas delgadas, estratificadas pelos grupos
de estudos.

Espessura Analisada Diagnostico N Meédiado Sumario p-
Rank (um) dos  Valor)
Ranks

Espessura do infiltrado LPO 30 18,98 569,50

inflamatorio subepitelial em )

banda (um) RLO-AD 9 23,39 210,50 p<0,309
Total 39

Areas espessas do epitélio LPO 30 21,40 642,00

(l'lm) (1)
RLO-AD 9 15,33 138,00 p<0,161
Total 39

Areas delgadas do epitélio LPO 30 21,43 643,00

(Ilm) (1)
RLO-AD 9 15,22 137,00 p<0,150
Total 39

(*) - Nivel de significancia 5,0%.
(1) — As médias obtidas para cada variavel foram submetidas a analise estatistica pelo
teste Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks.

5.4 Resultados das analises imuno-histoquimicas

Apés a identificacao das células imunomarcadas no |ISE, a caracterizacao
do infiltrado inflamatério foi realizada por meio da quantificacdo dos linfocitos T-
CD3+ (Figura 15 a,b), T-CD8+ (Figura 16 a,b), Linfécitos B (Figura 17 a,b),

plasmécitos (Figura 18 a,b) e mastocitos (Figura 19 a,b).
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Figura 15 - Linfécitos T CD3+ localizados no I|ISE. Estas células
apresentam aspecto ovoide e nucleo deslocado perifericamente, em A: na RLO-
AD. B: LPO. (A e B: 1000x).
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Figura 16 — Linfocitos 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 - Linfécitos CD20+ localizados no IISE. Estas células apresentam
prolongamentos citoplasmaticos. A: na LPO e em B: no RLO-AD-c, porém em B
nota-se maior marcagdao no tecido conjuntivo para as células indicando maior
numero linfécitos B no infiltrado inflamatério da RLO-AD (A e B: 1000x).

Figura 18 - Plasmdcitos localizados no IISE. A: RLO-AD (500x). B: LPO
(1000x).
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Figura 19 — Mastdcitos localizados no IISE. Estas células apresentam
prolongamentos citoplasmaticos. A: RLO-AD com citoplasma granuloso. B: no
LPO citoplasma homogéneo (A e B: 1000x).

ApoOs a andlise morfométrica das células positivas imunomarcadas foi
possivel observar que as lesdes de RLO-AD apresentaram uma maior quantidade
de linfécitos B (LB), contados no infiltrado inflamatério subepitelial em 1mm?, do
que o LPO-c, e, portanto, a quantificacdo dessas células pode ser uma boa
ferramenta para diferenciar as duas LLO e também evidencia uma maior
participacdo dessas células no infiltrado inflamatério da RLO-AD (p<0,05). A
quantidade de linfocitos T (T-CD3 e T-CD8), plasmoécitos e mastécitos foi
semelhante nas duas LLO (p>0,05); portanto, apds a anélise quantitativa dessas

células, ndo foi possivel 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-histoquimicos.

Morfometria  Diagnéstico N Média Sumario  p-Valor"
(célulass/mm?  dos Ranks

Linfécitos T- LPO 30 19,18 575,50

CD3+ 1
RLO-AD 9 22,72 204,50 p " <0,414
Total 39

Linfécitos T- LPO 30 18,63 559,00

CD8+ ;
RLO-AD 9 24,56 221,00 p " <0,172
Total 39

Linfocitos B LPO 30 18,12 543,50
RLO-AD 9 26,28 236,50 p " <0,050
Total 39

Plasmécitos LPO 30 19,08 572,50
RLO-AD 9 23,06 207,50 p " <0,310
Total 39

Mastocitos LPO 30 20,28 608,50
RLO-AD 9 19,06 171,50 p " <0,775
Total 39

(*) — Nivel de significancia 5,0%.
(1) — As médias obtidas para cada variavel foram submetidas a analise estatistica pelo
teste Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks.

Na andlise da distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos para o

anticorpo CD20, foi possivel observar que houve distribuicdo normal das células

CD20+ nos casos de LLO, estratificada pelos tipo de leséo (Figura 20).
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Figura 20 — Blox plot da a distribuicdo normal dos resultados da imuno-
histoquimica do CD20 estratificada pela leséo.

5.5 Resultados da analise da hipossalivacao

Apbs a selecdo dos casos classicos de LLO, foram selecionados 39
voluntarios provenientes do grupo 2, para compor o grupo 2.2, 0os quais foram
cuidadosamente pareados com o0s pacientes dos subgrupos 1.1 e 1.2 de acordo
com género e idade, que variou em mais ou menos cinco anos.

Os resultados observados na tabela 6 evidenciaram que a hipossalivacao
foi fortemente associada a presenca de LLO, visto que os portadores de LPO ou
RLO-AD, apresentam mais chances de apresentar hipossalivacdo quando

comparados com voluntarios saudaveis.
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Tabela 6 — Presencga da hipossalivacao, estratificado pelo grupo de estudos e
grupo de controles para hipossalivagao.

Hipossalivacao Diagnéstico
IC
doenca
Presente 34 (87,2%) 10 (25,7%) 44 6.046 — )
1972 i3 0001
Ausente 5(12,8%) 29 (74,3%) 34 ’ <
Total 39 39 78

(*) — Nivel de significancia 5,0%.

(1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher.
OR - Odds Ratio.

IC — Intervalo de confianca.

Na tabela 7 €& possivel observar que 34/39 (87,2%) dos pacientes
portadores de LPO ou RLO-AD apresentaram hipossalivagdo. Contudo, quando os
dados foram estratificados pelo diagnostico da lesdao, ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p>0,05).

Tabela 7 — Analise da hipossalivacao estratificada pelo diagnostico da

lesdo.
Presenca de Diagnoéstico da
Hipossalivacao lesao IC i
Total OR (95%) p-Valor
LPO RLO-AD
Presente 27 7 34
25 %> pil<064
Ausente 3 2 5 ’
Total 30 9 39

(*) — Nivel de significancia 5,0%. (1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher.
OR - Odds Ratio.
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5.6 Frequéncia dos polimorfismos dos genes IL1-8, IL4, TNF-a e IL10 nos

grupos 1 e 3 e sua correlacao com a presenca de LLO
5.6.1 Polimorfismo do gene IL1- 3

Apoés a corrida eletroforética em gel de agarose a 3% corado com brometo
de etidio (BE) a digestdo da regido de interesse do gene da IL1-B, o qual
apresenta um sitio de restricdo na sua regiao promotora na posi¢ao +3953, que foi
clivado pela enzima Taq |, produziu dois fragmentos com 135pb e 114pb (alelo 1,

+3953C) ou um unico fragmento com 249pb (alelo 2, +3953T) (Figura 21).

IL1B +3953C/T TAQl

Identificacdo

das amostras
-

1000 pb
500 pb
400 pb
300 pb

249pb —>
200 pb

135 pb_)

114 pb=—>

100 pb

Figura 21 — Fotografia da digestdo do gene IL1-p*3%%¢T | egenda: pb:
pares de base, TT= homozigoto mutado, CC= homozigoto selvagem,
CT=heterozigoto mutado, L= ladder.
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A freqUéncia genotipica e dos alelos do polimorfismo do gene IL1- B na
posicao +3953 dos 100 voluntarios do grupo 3 estdo demonstradas na tabela 10.
Nossa populagédo analisada apresentou freqiéncia dos genétipos C/C, C/T e T/T
de 62%, 31% e 7% para o polimorfismo IL1-f+3953, respectivamente. As
frequéncias dos alelos +3953C e +3953T encontradas foram 0,775 e 0,225,
respectivamente. Todas as frequiéncias genotipicas dos genes IL1- 3 observadas

estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (EH-W).

As frequéncias dos alelos e dos gendtipos do gene IL1-B na posi¢gao +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 frequéncia dos genétipos
CC, CT e TT para o polimorfismo do gene IL1-B de 64,1% (25/39), 30,8% (12/39) e
5,1 (2/39) respectivamente, e as frequéncias dos alelos +3953C e +3953T
encontradas foram 0,79 e 0,21 respectivamente. Nao foram observadas diferencas
na distribuicao entre os genotipos observados e os gendétipos esperados para os 3
diferentes polimorfismos do gene IL1-B, demonstrando que estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW), como visto na Tabela 11. Esse resultado indicou que o
grupo estudado é representativo da populacdo permitindo de forma confiavel a

avaliacao das frequéncias génicas.

5.6.2 Polimorfismo do gene IL4

Apés a incubacao do gene da IL4, o qual apresenta um sitio de restricao na

sua regiao promotora na posicao -590, clivado pela enzima Avall, foi possivel
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observar a presenca do alelo 1 (-590C), o qual produziu um fragmento de 254pb, e
a presencga do alelo 2 (-590T), o qual produziu dois fragmentos, um de 184pb e

outro de 114pb (Figura 22).

IL4-590 C/T Avall

Identificacdo
das amostras

->
1000 pb
500 pb
400 pb
254pb—> 00
200 pb
184 pb_y,
114 pb=>

100 pb

Figura 22 — Fotografia da digestdo do gene IL4 -590 C/T. Legenda: pb:
pares de base, TT= homozigoto mutado, CC= homozigoto selvagem,
CT=heterozigoto mutado, L= ladder.

As frequéncias dos alelos e dos genétipos do gene IL4 na posi¢ao -590 dos
100 voluntarios do grupo 3 estdo demonstradas na tabela 10. Esse apresentou
frequéncias dos geno6tipos CC, CT e TT para o polimorfismo do gene IL4 -590 de 1
(1%), 76 (76%) e 23 (23%), respectivamente. As frequéncias dos alelos -590C e -

590T encontradas foram 0,39 e 0,61, respectivamente. As frequéncias alélicas e

genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-Weinber (EHW).
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Similarmente, as frequéncias dos alelos e dos gendtipos do gene IL4 na
posicao -590 dos individuos do grupo de pacientes portadores de LLO podem ser
visualizadas na tabela 11. O grupo estudado apresentou uma frequéncia dos
genotipos 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 frequéncias dos alelos -590C

e -590T encontradas foram 0,4745 e 0,5235, respectivamente.

5.6.3 Polimorfismo do gene TNF-a

Os resultados da incubacao do fragmento de 107 pares de base amplificado
do gene TNF-a, o qual incorpora um sitio de restricdo da enzima Ncol situado na
posicao -308 da sua regido promotora, demonstraram dois alelos possiveis, o
alelo 1 (TNF-308G) composto por dois fragmentos de 87bp e 20bp, e o alelo 2

(TNF-308A) composto por fragmento unico de 107bp (Figura 23).
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TNF-a -308G/A  Ncol

Identificacdo
das amostras

- iy
n 1000 pb

500 pb

il 100 pb

300 pb

200 pb

107 pb —> 100 pb

87 pb—>

AA GG GA GG GG

Figura 23 — Fotografia da digestdo do gene TNF-a -308 G/A. Legenda: pb:
pares de base, AA= homozigoto mutado, GG= homozigoto selvagem,
AG=heterozigoto mutado, L= ladder.

A frequiéncia dos gendtipos do polimorfismo TNF-308 dos 100 controles do
grupo 3 foi GG 66%, GA 27% e AA 7% e estdo demonstradas na tabela 10. As
frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos TNF-308G/A observadas

estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Similarmente, as frequéncias dos alelos e dos gendtipos do gene TNF-a na
posicao -308 no grupo de pacientes portadores de LLO podem ser visualizadas na
tabela 11. O grupo de pacientes com LLO apresentou frequéncia dos gendétipos
GG, GA e AA de 38,5% (15/39), 46,2% (18/39) e 15,2% (6/39) respectivamente, e

as frequéncias dos alelos -308G e -308A encontradas foram 0,616 e 0,384.
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5.6.4 Polimorfismo do gene IL10

Apbés a amplificagdo génica da IL10 e incubacdo do fragmento, que
incorpora um sitio de restricdo da enzima Rsal situado na posicao -592 da regido
promotora do gene IL10, na corrida eletroforética foi possivel observar que a
presenca do alelo 1 (-592A) produziu dois fragmentos, um de 236pb e outro de
175pb, e a presenca do alelo 2 (-592C) produziu um unico fragmento de 412pb

(Figura 24).

IL10-592A/C  Rsal

Identificacdo
das amostras

1000 pb <
500 pb
400 pb <€—412 pb
300 pb
236 pb
200 pb o
€—176 pb

100 pb

Figura 24 — Fotografia da digestao do gene IL10 -592 A/C. Legenda: pb:
pares de base, CC= homozigoto mutado, AA= homozigoto selvagem,
AC=heterozigoto mutado, L= ladder.

As frequéncias dos alelos e dos gendtipos do gene IL10 na posicao -592

dos 100 doadores estudados estdo demonstradas na tabela 8. O grupo 3
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apresentou frequéncia dos genétipos AA, AC e CC para o polimorfismo do gene
IL10 -592 de 1 (1%) 76 (76%) 23 (23%) respectivamente, e as frequéncias dos
alelos -590C e -590T encontradas foram 0,64 e 0,27. As frequéncias alélicas e

genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

As frequéncias dos alelos e dos gendtipos do gene IL10 na posicao -592
podem ser visualizadas na tabela 9. O grupo estudado apresentou uma frequéncia
dos gendtipos AA, AC e CC para o polimorfismo do gene IL10 -592 de 38 (38%),
52 (52%), 10 (10%) respectivamente, e as frequéncias dos alelos -592A e -592C

encontradas foram 0,205 e 0,795, respectivamente.
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Tabela 8 — Freqliéncia genotipica dos polimorfismos génicos IL1-B +3953C/T, -IL4 -590C/T, TNF-a -308G/A e IL10 -
592A/C na populagdo controle constituida por doadores voluntarios de sangue da regiao de Campinas (sudeste do
Estado de Sao Paulo) (GRUPO CONTROLE CAUCASOIDE). Andlise do Equilibrio de Hardy-Weinberg da frequiéncia

génica usando teste Chi-quadrado: DF=1, se p>0,05 esta em EH-W.

Polimorfismos

Numero observado (%)

Numero esperado

Polimorfismo IL1-B +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 ¥x2=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 X?=0.9722
Alelo 2 (T) 0,61 DF=1, p> 0,05
Polimorfismo TNF-a -308 G/A* N=100

1.1 (GQ) 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 ¥2=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 X?=0,2691
Alelo 2 (C) 0,27 DF=1, p>0,05

*Fonte: Carvalho, 2005. DF: Degree of Freedom. X Chi-quadrado.
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Tabela 9 — Frequéncia genotipica dos polimorfismos génicos IL1-B +3953 C/T, IL4 -590 C/T, TNF-a -308 G/A e IL10 -592
A/C nos pacientes portadores de LLO (n=39). Analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg da freqiiéncia génica usando teste
Chi-quadrado: se p< 0,05 nao esta em EHW.

Alelo 2 (C)

Genotipos Numero observado % (n/N)
_Polimorfismo IL1-B +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-a -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

(C

0,795
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5.6.5 Frequéncias dos gendtipos nos grupos analisados correlacionados

com a presenca de LLO

Os resultados descritivos das freqiéncias dos diferentes genétipos
estudados e a presenca de lesao estdo demonstrados na Tabela 10. Os pacientes
foram classificados nos fendétipos preditores de baixa e alta produgdo de

interleucinas, de acordo com seus genotipos, com base em dados da literatura.
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Tabela 10 - Frequéncias de gendtipos da populacao estudo estratificadas pela presencga ou auséncia de lesao.

Genotipo Sem lesao Com lesao Total
Polimorfismo IL1-5+ 3953C/T Diagnéstico da lesao
Controles LPO RLO-AD
Caucasoides
CC 53 19 6 78
CT 40 10 2 52
1T 7 1 1 9
Total 100 30 9 139
Fenoétipo
CC — baixo produtor 53\ 19 6 78
CT + TT — alto produtor 47 11 3 61
Genotipo Sem lesao Com lesao Total
Polimorfismo IL4-590 C/T Diagnéstico da lesao
Controles LPO RLO-AD
Caucasoides
CC 1 6 0 7
CT 76 16 9 101
1T 23 8 0 31
Total 100 30 9 139
Fenoétipo
CC - baixo produtor 1 6 0 7
CT + TT — alto produtor 123 38 9 170
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Continuacao da Tabela 10:

Genoétipo Sem lesao Com lesao Total
Polimorfismo TNF-a -308 G/A Diagnodstico da lesao
Controles LPO RLO-AD
Caucasoides
GG 58 11 4 73
GA 30 13 5 48
AA 12 6 0 18
Total 100 30 9 139
Fenoétipo
GG — baixo produtor 58 11 4 73
GA + AA — alto produtor 42 19 5 66
Genotipo Sem lesao Com lesao Total
Polimorfismo IL10 -592 A/C Diagnodstico da lesao
Controles LPO RLO-AD
Caucasoides
AA 39 1 1 41
AC 12 8 4 24
CC 49 21 4 74
Total 100 30 9 139
Fenétipo
AA — baixo produtor 39 1 41
AC + CC — alto produtor 61 29 98
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O gendtipo IL1-B+3953TT associado com alta secrecdo de IL1-B foi
encontrado um Unico caso expressando esse gendtipo no grupo de pacientes
portadores de LPO e um Unico caso no grupo de pacientes portadores de RLO-
AD-c. Apds serem agrupados os gendétipos IL1-B +3953TT e IL1-B +3953 CT, por
estarem associados com maior secrecdo de IL1-B, ndo foi observada presenca
significante desses dois gendtipos no grupo de pacientes que desenvolveu lesdes
liquendides. Ou seja, de 39 pacientes analisados, 14 pacientes que expressaram
0s gendtipos IL1-B +3953TT e IL1-B +3953CT apresentaram lesao liquendide, seja
ela LPO ou RLO-AD (X? =0,1721, DF= 2; p=0,9175; Tabela 11).

O gendtipo IL4 -590TT associado com alta secrecédo de IL4 é similarmente
muito raro na populacao da regiao de Campinas (sudoeste do Brasil) e em nosso
grupo de pacientes foram encontrados oito casos expressando esse gendtipo no
grupo de pacientes portadores de LPO e nenhum caso no grupo de pacientes
portadores de RLO-AD-c. Apds serem agrupados os genétipos IL4 -590CT e IL4 -
590TT, por estarem associados com maior secrecao de IL4, foi observada
presenca significante desses dois gendtipos no grupo de pacientes que
desenvolveu lesdes liquendides. Ou seja, de 39 pacientes analisados, 33
pacientes que expressaram os genétipos IL4 -590CT e IL4 -590TT apresentaram
lesado liquendide 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 gendtipo TNF-a -308AA associado com alta secrecao de TNF-a foi
observado em 12 pacientes do grupo de controles, seis portadores de LPO e

nenhum caso no grupo de portadores de RLO-AD. Apo6s serem agrupados 0s
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gendtipos -308GA e -308AA, por estarem associados com maior secregao de
TNF-a, foi possivel observar presenca significante destes dois gendtipos no grupo
de pacientes que desenvolveu lesdes liquendides. Ou seja, de 39 pacientes
analisados, 24 pacientes expressando os genoétipos TNF-a -308GA e TNF-a -
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
possuirem LLO (p= 0,002909; OR= 3,106; IC= 1,351, 7,221; Tabela 11).

O gendtipo IL10 -592CC associado com alta secregéo de foi encontrado em
49 pacientes do grupo controle; 21 casos expressando esse genotipo no grupo de
pacientes portadores de LPO e quatro casos no grupo de pacientes portadores de
RLO-AD. Apéds serem agrupados os gendétipos IL10 -592AC e IL10 -592CC, por
estarem associados com maior secrecdo de IL10, foi possivel observar presencga
significante desses dois gendtipos no grupo de pacientes que desenvolveu LLO.
Ou seja, de 39 pacientes analisados, 37 pacientes que expressaram o0s genotipos
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 posigéo -
592 tém 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 - Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos génicos IL1-B
+3953 C/T, IL4 -590 C/T, TNF-a -308 G/A e IL10 -592 A/C populagao estudada
comparando-se com individuos saudaveis (n=100) e estratificada pelo diagndstico
de LL (n=39).

Polimorfismo Genotipo Fenodtipo  Populacao Individuos Teste
Genes provavel saudavel com LLO estatistico
associado N (%) N (%)
CC 62 (62,0) 25 (64,1)  X*=0,1721
IL1-B+3953 C/T  CT 31 (31,0) 12(30,7) DF=2
TT 07 (7,0) 2 (5,2) p®=0,9175
cC Baixo 62 (62,0) 25 (64,1) p'M=0,4889
produtor OR=0,9137
IC=  0,3886-
2,094
CT+TT Alo 38 (38,0) 14 (35,9)
produtor
CC 1(1,0) 6(153) X*=1215
IL4-590 C/T CT 76 (76,0) 25(64,1) DF=2
TT 23 (23) 8 (20,6) p®=0,0022
cC Baixo 1(1,0) 6 (15,3) p"= 0,002
produtor OR= 0,05
IC=0,0011-
0,4945
CT+TT Alo 99 (99,0) 33 (84,7)

produtor
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Continuacao da tabela 11:

GG 66 (66,0) 15(38,4) X°=8,94
GA 27 (27,0) 18 (46,3) DF=2
TNF-a-308 G/A  ap 07 (7,0) 6(153)  p®=0,0114
GG Baixo 66 (66,0) 15(38,4) p'"=0,002909
produtor OR= 3,106
IC= 1,351-
7,221
GA + AA  Alto 34 (34,0) 24 (61,6)
produtor
AA 38 (38,0) 2 (5,2) X? =459
IL10-592 A/C AC 52 (52,0) 12(30,7) DF=2
CC 10 (10,0) 25 (64,1)  p®<0,0001
AA Baixo 38 (38,0) 2 (5,2) p"'=0,00003
produtor OR=11,34
IC= 2,625,
101,3
AC + CC  Alto 62 (62,0) 37 (94,8)
produtor

(*) — Nivel de significancia 5,0% .

(1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher.
(2) - Valor de p utilizando o Teste do X>.

OR - Odds Ratio.

IC — Intervalo de confianca.

Na tabela 12, estdo apresentados os resultados dos polimorfismos
analisados dos genes IL1-B, comparados com o grupo controle e estratificados
pelo tipo de lesédo, ndo houve diferengas significantes como fatores de influéncia
no desenvolvimento do LPO (p>0,05). Os resultados dos polimorfismos analisados
dos genes IL4, comparados com a populacdo saudavel e estratificados pelo tipo
de lesdo apresentaram diferencas significantes como fatores de influéncia no

desenvolvimento do LPO (p<0,03). Similarmente, os resultados dos polimorfismos
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TNF-a e IL10 também foram associados a presenga do LPO quando comparados
com pacientes saudaveis (TNF-a: p= 0,004; OR= 3,35; 1C=1,327-8,687 e IL10: p=

0,00007; OR=17,77;1C=2,674-744,7; Tabela 14).

Com relacédo a comparacao entre os genétipos do grupo controle e aqueles
encontrados em pacientes portadores da RLO-AD-c, nao foi possivel observar a
presenca de diferencas estatisticamente significantes entre os polimorfismos da
IL1-B, TNF-a ou IL4. Por outro lado, com relacao a presenca do alelo mutado C do
gene na IL10 na posi¢ao -592 foram observadas diferengas significantes quando
comparados com a populacdo saudavel (X?= 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 nao tenha sido
estatisticamente significante a diferenca quando agrupados e comparados com 0
grupo de pacientes saudaveis (p= 0,101; OR= 4,903; IC= 0,6095-223,2; Tabela

12).
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Tabela 12 - Frequéncia genotipica dos polimorfismos génicos IL1-B +3953 C/T, IL4 -590 C/T , TNF-a -308 G/A e
IL10 -592 A/C na populacdo estudada comparando-se individuos saudaveis (n=100) e estratificadas pelo
diagndstico da lesdo LPO (n=30) e RLO-AD (n=9).

Polimorfismo Genodtipo  Fenétipo Populacao Individuos Teste Individuos Teste
Genes provavel saudavel LPO estatistico RLO-AD estatistico
associado N (%) N (%) N (%)
cC 62 (62,0) 19 (63,3) 6 (66,0) 2
IL1-B +3953 C/T X? 20,5506 X" =0,4291
CT 31 (31,0) 10 (33,3) DF=2 2 (22,0) DF=2
TT 07 (7,0) 1(3,4) p®=0,7593 1 (12,0) p®=0,8069
cC Baixo 62 (62,0) 19 (63,3) 6 (66,0)
produtor
CT+TT  Altoprodutor 38 (38,0) 11(36,7) p"= 0,53 3 (34,0 p"= 0,54
OR= 0,944 OR= 0,815
IC=0,364- IC=0,1249-4,1
2,361
cC 1(1,0) 6 (20,0) X?=1728 0(9,0) X% =277
IL4 -590 C/T CT 76 (76,0) 16 (53,3) DF=2 9 (9,0) DF=2
TT 23 (23) 8 (26,7) p®=0,0001 0 (0,0) p®=0,2503
CC Baixo 1(1,0) 6 (20,0) 0 (0,0)
produtor
CT+TT  Alto produtor 99 (99,0) 24 (80,0) pM'=0,0005 9 (100) pM=0,91
OR= 0,04 OR= -
IC=0,0008- IC= -
0.3678
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Continuagao da Tabela 12:

GG 66 (66,0) 11 (36,7) 4 (44,0)
TNF-a -308 G/A X% =9,253 X2 = 3,521

GA 27 (27,0) 13 (43,3) DF=2 5(56,00 DF=2

AA 07 (7,0) 6 (20,0) p®= 0,009 0 (0,0) p®=0,1720

GG Baixo 66 (66,0) 11 (36,7) 4 (44,0)

produtor
GA + AA 556,00 p'"=0,175
Alto produtor 34 (34,0) 19 (63,3) p'"= 0,004 OR= 2,426

OR= 3,35 IC=0,4831- 12,95
IC=1,327-
8,687

AA 38 (38,0) 1 (3,0) 1(12,0)

IL10 -592 A/C X% = 47,29 X% =9,387

AC 52 (52,0) 8 (27,0) DF=2 4 (44,0) DF=2

cC 10 (10,0) 21 (70,0) p®= 4(44,0) o
<0,000001 p~=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=0,00007 8(88,00 p"=0,101
OR=17,77 OR= 4,903
IC=2,674-744,7 IC= 0,6095- 223,2

(*) — Nivel de significancia 5,0%.

(1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher.
(2) - Valor de p utilizando o Teste do X>.

OR - Odds Ratio.

IC — Intervalo de confianca.
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Os resultados dos polimorfismos analisados dos genes IL1-B, TNF-a e IL10
estratificados pelo tipo de lesdo n&o exibiram diferencas significantes que
pudessem ser utilizados como fator de diferenciagdo entre as duas lesdes. No
entanto foram observadas diferencas significantes entre o LPO e a RLO-AD para o
polimorfismo do gene da IL4 na posi¢cdo -590 C/T, cujo alelo mutado estava

fortemente associado a presenca de LPO (p<0,03) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Frequéncia genotipica dos polimorfismos génicos IL1-B +3953 C/T, IL4 -590 C/T , TNF-a -308 G/A e
IL10 -592 A/C na populacao estudada estratificadas pelo diagnéstico da lesdo LPO (n=30) e RLO-AD (n=9). (OR -
Odds Ratio, 95% intervalo de confianca, Fteste - Fisher Teste e x? - Teste Chi-quadrado).

Polimorfismo Genétipo Fenétipo Individuos LPO Individuos Teste
Genes provavel N (%) RLO-AD estatistico
associado N (%)
CC 19 (63,3) 6 (66,0) X% =1,106
IL1-B +3953 C/T CT 10 (33,3) 2 (22,0) DF=2
TT 1 (3,4) 1(12,0) p®=0,5751
CC Baixo produtor 19 (63,3) 6 (66,0)
CT+TT Alto produtor 11(36,7) 3 (34,0) p'M=0,59
OR= 0,8636
IC=0,1167-
512
CC 6 (20,0) 0 (9,0) X? = 6,552
IL4 -590 C/T CT 16 (53,3) 9 (9,0) DF=2
TT 8 (26,7) 0 (0,0) p®=0,03778
CC Baixo produtor 6 (20,0) 0 (0,0)
CT+TT Alto produtor 24 (80,0) 9 (100) p'M=0,1820
OR= -

IC= -
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Continuacao da Tabela 13:

GG 11 (36,7) X*=2,133
TNF-a-308 G/A  GA 13 (43,3) DF=2
AA 6 (20,0) p®=0,3442
GG Baixo produtor 11 (36,7)
GA + AA Alto produtor 19 (63,3) p'M=0,48
OR= 0,7237
IC=0,1254-
4,504
AA 1 (3,0) X® =2,233
IL10-592 A/C AC 8 (27,0) DF=2
cC 21 (70,0) p¥=0,3274
AA Baixo produtor 1(3,0)
AC + CC Alto produtor 29 (97,0) p'V=0,41
OR=0,275
IC=0,0034-
24,34

(*) — Nivel de significancia 5.0%

(1) — Valor de p utilizando o Teste Exato de Fisher
(2) - Valor de p utilizando o Teste do X*

OR - Odds Ratio

IC — Intervalo de confianca
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5.7 Reavaliac6es dos casos do subgrupo 1.3

Os 35 casos remanescentes foram excluidos da andlise por nao
apresentarem critérios clinicos e/ou histopatoldgicos suficientes para serem
considerados casos classicos de LLO e apos as analises adicionais dos 39 casos
classicos, esses foram reavaliados e de acordo com os achados clinicos,

histopatoldgicos e de polimorfismos génico.

Os 35 casos remanescentes foram alocados no subgrupo 1.3 e reavaliados
apos o estabelecimento do perfil de LPO ou RLO-RAM. Desses, 4/35 casos foram
excluidos totalmente das analises por se tratarem de ulceracéo inespecifica, um

LPO-escleroso e dois casos de diagnoéstico 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
atencao nesse trabalho, pois ap6s cinco anos sem acompanhamento das lesdes,
foi possivel observar alteracdes no padrao clinico e histopatolégico das mesmas.
As pacientes foram reavaliadas clinicamente e histopatologicamente e entdo foi
possivel observar que os dois casos se tratavam de leucoplasia verrucosa
proliferativa (LVP). Uma das pacientes encontra-se em acompanhamento
periddico da lesé@o e outra j4 desenvolveu um carcinoma espinocelular de eséfago.
Outros dois casos ndao foram analisados por se tratarem de: um caso com
diagnéstico inicial de LPO ulcerado e que apresentou caracteristicas
histopatolégicas compativeis com ulceragcao inespecifica sem os padrdes clinico-

histopatoldgicos de lesao liquendide e um caso de LPO-esclero-atréfico o qual ndo
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possui 0os mesmos fatores etiopatogénicos do LPO-reticular e da RLO-RAM,
portanto ao final da analise do subgrupo 1.3, foi possivel 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 a presenga de
hipossalivacao e presenca de polimorfismos. Por fim, os 18 casos remanescentes
foram submetidos as andlises de hipossalivagédo, dezoito casos (18/31) passaram

pelas andlises clinicas e histopatoldgicas e presenca de polimorfismos (tabela 14).

Entdo foi possivel observar que a presenca de hipossalivagdo foi
observada em 26/31 (89,7%) casos de portadores de LLO. A presenca do alelo
mutado da IL4-590CT foi observada em 15 casos de LLO.

De posse desses perfis, foi possivel reavaliar e prosseguir com o
diagnoéstico provavel dos casos de LLO remanescentes. Foram analisados os
seguintes eventos: presenca de hipossalivacdo, demais achados

histopatolégicos e polimorfismos (Tabela 14).
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Tabela 14. Resultados das reavaliacbes dos casos remanescentes apds estabelecimento dos perfis do

LPO e RLO-RAM.

IDdo Diagnéstico Hipossalivacao LesoOes Infiltrado Corpo de Alelo Provavel
caso o estriadas perivascular Civatte mutado Diagnéstico
Iniclal bilaterais profundo IL4 final
4 LPO NA 0 NA NA NA Ulceracéao
inespecifica
32 LPO- NA 0 NA NA NA LPO-
escleroso 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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Continuacgéao da tabela 14:

42 LPO 1 1 NA NA 0 LPO

56 LPO 1 1 NA NA 1 LPO

62 LPO 1 1 NA NA 1 LPO

2 LPO 1 1 0 0 1 LPO

6 LPO 1 1 0 0 1 LPO

22 LPO 1 1 0 0 1 LPO

39 RLO 1 0 0 1 0 RLO
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Continuacgéao da tabela 14:

45 LPO 0 1 0 0 1 LPO

50 LPO 1 1 1 0 1 LPO

54 LPO 1 1 0 1 1 LPO

57 RLO 1 0 1 1 0 RLO

59 LPO 1 1 0 0 1 LPO

69 LPO 1 0 0 0 0 RLO

Legenda: NA= caso nao avaliado
LVP= Leucoplasia verrucosa proliferativa / LPO= Liquen Plano Oral / RLO= Reacao liquendide
0= ausente
1= presente
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6 DISCUSSAO

As doencas imunologicamente mediadas (DAI) com manifestacdo oral,
como as lesbes liquendides orais (LLO), representam entidades de particular
interesse a Estomatologia/Patologia Bucal. As DAl que se manifestam na pele e
mucosas, tradicionalmente se manifestam com padrées clinico-patolégicos
reconhecidos como lesdes liquendides (Pinkus, 1973; Sontheimer, 2009). Sabe-se
que essas lesdes, como o liquen plano oral (LPO) (Al-Hashimi et al., 2007) e a
reacdo liquendide oral associada ao amalgama dental (RLO-AD) (Finne et al.,
1982; Lind et al.,1986; Ostman; Anneroth & Skoglund, 1996; Steffen & Dupree,
2004; Aguirre-Urizar, 2008; Cobos-Fuentes et al., 2009; Miiller, 2011), podem
apresentar caracteristicas clinicas e histopatolégicas muito semelhantes (DeRossi
& Ciarrocca, 2005). Portanto podem ser agrupadas em estudo Unico, que permita
compreensao mais adequada das suas etiopatogenias de modo a possibilitar o

manejo clinico mais adequado.

Os portadores dessas DAl que sem manifestam com LLO podem
apresentar a sintomatologia da boca seca (BS) (Atkinson & Wu, 1994; Scully,
2003). Os sinais clinicos da BS, em pacientes portadores de DAl sdo em geral,
decorrentes de hipofungédo salivar, possivelmente relacionada a descarga de
interleucinas, que podem afetar a producdo de saliva das glandulas salivares
menores, como ocorre, por exemplo, na sindrome de Sjégren 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 a sintomatologia de BS e sua
relacdo com as DAl com manifestagdes de LLO sdo controversos (Colquhoun &
Ferguson, 2004; Aliko et al., 2010), visto que as causas da BS sao multifatoriai.
Como exemplo podem ser citados fatores psicogénicos, estresse, ansiedade
(Holmstrup; Schiotz; Westengaard, 1990; Eisen, 2002; Osailan et al., 2011), dentre
outros, como fatores relacionados a senilidade (Ben-Aryeh et al., 1985; Nederfors,
2000; Nayak et al., 2004), e em mulheres decorrente de fatores associados a
disfuncdo hormonal e/ou uso de medicamentos especificos (Nederfors, 2000;
Schein et al., 1999). Por esses motivos, no presente estudo foi analisado o fluxo
salivar nos portadores de LLO e comparado a producdo de saliva de controles
saudaveis, com a finalidade de avaliar a hipossalivacdo de acordo com os critérios
pré-estabelecidos por Krasse (1986). A hipossalivagdo apresentou uma elevada
frequéncia nos pacientes portadores de LLO, quando comparada com a
frequéncia da hipossalivacdo em pacientes controles saudaveis. Portanto, a
presenca da LLO, seja ela o LPO ou a RLO-AD, apresenta 19.72 vezes para a
hipossalivacdo do que pessoas livres de doenga. Esse fendmeno foi, portanto

freqiente em portadores de LPO e RLO-AD, do que em pacientes saudaveis.

Vale ressaltar ainda que os pacientes eleitos para este estudo n&o faziam
uso de medicamentos que pudessem ser associados aos fendmenos de BS e/ou
alteragbes bucais, como os farmacos descritos em estudos prévios (Scully et al.,
1998; Scully & Bagan, 2004; Torgerson et al., 2007). Portanto, no presente estudo

pode-se perceber que essa associacao entre a hipossalivacdo nos portadores de
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LLO provavelmente pode ser decorrente das suas condi¢des bucais inatas

associadas aos fatores psicossomaticos.

Resultados de um estudo prévio mostraram que pacientes com artrite
reumatoide, l0pus eritematoso sistémico e esclrerose sistémica tém maior
predisposicao de doenca mucosa oral do que a populacao saudavel (Aliko et al.,
2010). Portanto, além dos sintomas de BS, os portadores de DAI, podem
apresentar clinicamente LLO, as quais sdo lesdes brancas estriadas que podem
estar ou ndo associadas a outras sintomatologias. Apesar de todos os voluntarios
portadores de LLO que participaram do estudo em questdo terem apresentado
lesbes brancas estriadas, os mesmos ndao eram portadores de nenhuma DAL

Portanto, as suas lesdes liquendides ndo foram associadas a presenca de DAI.

As LLO possuem incidéncia importante em individuos de 53 anos, com uma
maior predilecdo por pacientes do género feminino numa proporgéo 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 género feminino e 12
(31%) eram pacientes do género masculino, portanto observou-se prevaléncia
maior em pacientes do género feminino na proporcao 3:1, comparada com a
prevaléncia e pacientes do género masculino, esses resultados corroboram com
os relatos da literatura (Xue et al., 2005; Ingafou et al., 2006). Além dos dados de
incidéncia em géneros diferentes, foi observado que a média de idade dos 39
pacientes analisados foi de 53,13 anos (minima: 28; maxima: 82; DP: 11,08), e

esses dados foram concordantes com a literatura consultada visto que foi
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observada uma maior incidéncia de LLO em pacientes do género feminino e com

idade média de 53 anos.

Apés estratificagdo pelo diagndstico 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 incidéncia de LPO. Foram
observados 30 casos de LPO, desses 10 em pacientes do género masculino e 20
em pacientes do género feminino, ou seja, uma propor¢cao de 2:1. Foram
observados 9 casos de RLO-AD, distribuidos da seguinte forma: 2 casos
ocorreram em pacientes do género masculino e 7 ocorreram em pacientes do
género feminino. Foi possivel observar que as LLO afetaram mais pacientes do
género 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 liquen plano (LP) é uma doenga auto-imune crénica, mucocutanea que
afeta a mucosa oral, pele, mucosas genitais, unhas e o couro cabeludo (Sugerman
et al., 2002). Relatos sobre a presencga e prevaléncia de LP com manifestacbes
orais, reconhecidas como LPO, foram descritas como lesbes orais estriadas
brancas e acizentadas (Samman; 1956; Warin et al., 1958; van der Meij & van der
Waal, 2003; Ismail et al, 2007). Essas lesdes sao semelhantes aquelas
encontradas em portadores de lesdes justapostas as restauracoes de amalgama

(Finne et al., 1982; Lind et al.,1986; Ostman et al., 1996; Steffen & Dupree, 2004;
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Aguirre-Urizar, 2008; Cobos-Fuentes et al., 2009; Muller, 2011). Portanto, os
pacientes eleitos para compor o grupo de portadores de LLO apresentaram lesdes
brancas e estriadas, com aspecto liquenoide, semelhante as descrigdes prévias
dessas lesdes.

Sabe-se que a prevaléncia do LPO é descrita com valores que variam de
0,1 a 11% a depender da populacéo 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 concordancia entre os dados epidemioldgicos nesses estudos de
prevaléncia, todos concordam que o LPO é mais prevalente do que as RLO, as
quais apresentam incidéncia 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 prevaléncia de 16,8% (n=30/178) de
pacientes portadores de LPO e uma incidéncia de 5% (n=9/178) de casos de
RLO-AD, dados esses discordantes da literatura consultada. Por outro lado, foi
possivel observar maior frequéncia do LPO do que a RLO-AD e sendo assim,
esses dados corroboram com a literatura com relagdo a maior incidéncia do LPO
(Bornstein et al., 2006; Franklin & Jones, 2006; McCartan & Healy, 2008).

O diagnéstico do LPO, assim como o da RLO, é baseado em suas
aparéncias clinicas e posteriormente confirmado por uma bidpsia e analises
histopatoldgicas (Edwards & Kelsch, 2002; Eisen et al., 2005). No entanto,

diagndstico diferencial clinico do LPO reticular deve ser feito com as RLO néo
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associadas a fatores locais, e vice-versa, e com as lesdGes potencialmente
malignizaveis (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 estagios iniciais, porque estas podem apresentar-se
como lesbes com padrao clinico liquendide e no exame histopatolégico néo
apresentam atipias epiteliais. No entanto, durante a sua evolugdo, podem
apresentar mudanca nos aspectos clinicos e histopatoldgicos 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 lesbes que foram previamente diagnosticadas
histologicamente como “compativeis com LPO”. No entanto, ap0s cinco anos, 0s
pacioentes retornaram e suas lesdes orais foram diagnosticadas como LVP, que é
atualmente considerada uma lesdo com alto poder de transformacdo maligna
(Eisen et al., 2005; Gouvéa et al., 2010). Em um desses casos, houve a
transformacdo maligna das lesGes de orofaringe e atualmente a paciente
encontra-se em tratamento de um carcinoma espinocelular (CEC) nesta regiao.
Esse fato demonstra a constante preocupagdo em se fazer o
acompanhamento destas lesées que nao obecedem aos critérios estritos clinico-
patologicos para o LPO ou RLO-AD, que sao lesbes benignas (Lind et al., 1986;
Thornhill et al., 2006; Muller, 2011). Portanto, é ratificada a necessidade de
acompanhamento rigoroso das lesdes com caracteristicas clinicas liquendide, e
mais ainda, atencdo para aquelas com alteragdes displasicas nos achados

histolégicos (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; Mdiller, 2011).

Outros habitos como o tabagismo, podem ter implicagbes progndsticas
sobre o desenvolvimento de lesdes potencialmente malignizaveis e malignas da
cavidade oral e devem ser levados em consideracao (WHO, 1978; De Jong et al.,
1984; Ismail et al., 2007; Souza; Rosa, 2008; Cortés-Ramirez, 2010). Entretanto,
nas duas pacientes que desenvolveram lesdes displasicas, com diagnostico de

LVP, ndo havia associagdo com fatores predisponentes ao CEC oral.

Ha relatos na literatura sobre transformacdo maligna das LLO e, em
especial, do LPO em CEC oral (Ismail et al., 2007; Souza; Rosa, 2008; Cortés-
Ramirez, 2010), embora esse tema ainda seja extremamente controverso. Apés a
analise histopatolégica, ndo foi observada transformacdo maligna nos casos
classicos de LLO selecionados no presente estudo, pelo seguimento e nenhum

dos casos apresentou alteracoes epiteliais displasicas.

Os critérios de diagndstico clinico das RLO-AD incluem, principalmente, a
presenca do fator causal aparente justaposto ou relacionado ao aparecimento das
lesbes estriadas (Muller, 2011). Quando da remog¢ao do fator causal a resolucao
da lesao clinica 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 séao semelhantes ao LPO. No entanto, durante o exame fisico intra-oral é
possivel visualizar a estreita relacao entre uma restauracdo de amalgama e, a

lesdo estriada, localizada justaposta ao material restaurador de prata (Aggarwal et
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al., 2010). Em geral, essas lesdes n&o apresentam o aspecto simétrico encontrado
no LPO (Mdller, 2011). Os casos de RLO-AD selecionados para compor 0 grupo
1.2 foram cuidadosamente analisados e foi observada a presenga da leséo
liquendide em intima relagdo com uma restauragdo de amalgama de prata.

Contudo, sabe-se que, atualmente, ndo ha nenhum método de confianca
para distinguir o LPO das RLO. Portanto, muitos estudos e revisdes tém apontado
caracteristicas clinico-patologicas na tentativa de diferenciar essas duas lesées,
em virtude de possuirem prognosticos completamente diferentes (Lanfranchi-
Tiziera et al., 2003; Al-Hashimi et al., 2007; Van der Meij et al., 2007; do Prado et
al., 2009). Como padrao ouro de diagndstico das LLO, foram sugeridos os critérios
de diagndstico das LLO da Organizagcdo Mundial de Saude (CDx-LLO-OMS) (van
der Meij & van der Waal, 2003; Al-Hashimi et al., 2007), os quais foram adotados
para a selecdo dos casos classicos do presente estudo. Portanto, com base
nesses critérios, dos 74 pacientes portadores de LLO convocados, foram
selecionados apenas 39 casos de LLO, que seriam lesGes consideradas como
“‘padrao” para as analises realizadas.

Clinicamente, o LPO e a RLO-AD sao muito semelhantes e possuem, como
caracteristicas marcantes, a presenca de lesbes bancas com estriacbes, 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
caracteristicas clinicas podem auxiliar no diagnéstico das LLO. Os resultados
obtidos no presente trabalho mostraram que, relativo aos critérios clinicos da

OMS, os 39 casos selecionados e avaliados apresentaram um padrao reticular e
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estriado. As lesdes brancas liquendides bilaterais simétricas e localizadas em
mucosa jugal, foram observadas nos casos de LPO, as lesbes assimétricas e
justapostas a uma restauragdo de amalgama foram observadas nos casos de
RLO-AD. Portanto, a presencga de indicativos clinicos como lesdes bilaterais na
mucosa jugal, pode ser critério clinico adequado para a diferenciacao entre o LPO
e a RLO-AD, além disso, a presenca de lesdo justaposta a um material
restaurador, pode ser considerada forte caracteristica das RLO-AD esses dados

foram semelhantes aqueles descritos na literatura (Thornhill et al., 2006).

A presenca de ulceragbes também é um critério clinico 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 possivel
observar que as ulceracbes estavam presentes em 16 casos de LLO. Desses, 13

tiveram diagndstico de LPO e 3 tiveram diagnostico de RLO-AD.

Os critérios histopatolégicos da OMS contemplam a presenca de infilirado
inflamatério subepitelial em banda (IISEB), degeneracao hidrdpica da camada
basal e auséncia de displasia epitelial (Van der Meiji et al., 2003; Thornhill et al.,
2006; Al-Hashimi et al., 2007). Os dados da presenca do IISEB foram observados
em 38 casos, assim como a degeneragao hidrépica da camada basal e, por fim,
nenhum dos casos apresentava qualquer nivel de displasia. Portanto, foi possivel
observar por meio das andlises descritivas que os critérios histolégicos foram
muito semelhantes entre as duas lesées, 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 histolégicos analisados foram: hiperqueratose
(hiperortoqueratose e hiperparaqueratose), acantose, atrofia epitelial, fenda
subepitelial focal, projecdo em dente de serra, derrame pigmentar, exocitose e
presenca de foliculo linféide, infiltrado inflamatério perivascular profundo e
presenca 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 clinicos, existem caracteristicas histoldgicas fortemente
associadas as LLO. Algumas caracteristicas histologicas sdo determinantes e
outras sdo descriminantes entre as lesées do LPO e das RLO-AD (Thornhill et al.,
2006). De acordo com os resultados dos pesquisadores, as caracteristicas
determinantes para as duas LLO s&o: hiper orto ou paraqueratose, degeneracao
liquefativa da camada basal, e a presenca de linfocitos e histidcitos no infiltrado
inflamatério subepitelial em banda (IISEB). Os resultados do presente estudo
mostraram que as LLO analisadas apresentavam hiperorto/paraqueratose e
presenga de linfocitos em abundancia no IISEB em igual proporgao. Com base na
literatura consultada, as caracteristicas mais signtificantes para as RLO-AD séao: 1)
a presencga de infiltrado inflamatério localizado superficialmento ou profundo em
algumas ou todas as areas, 2) infiltrado inflamatério perivascular, 3) plasmaécitos
no infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo, 4) neutréfilos no infiltrado
inflamatério presente no tecido conjuntivo. No LPO essas caracteristicas estdo

ausentes. No presente estudo, a presenca de foliculos linféides e o infilirado
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inflamatdrio perivascular profundo foram caracteristicas fortemente associadas a
RLO-AD-c, semelhante aos dados descritos na literatura (Thornhill et al., 2006).
Os dados da literatura mostram que no LPO o epitélio € mais espesso do
que nas RLO (Scully, 1999; Eisenberg, 2000), similarmente, aos resultados da
analise da espessura epitelial do presente estudo que mostraram que as lesbes de
LPO apresentaram epitélio mais espesso do que as lesdes de RLO-AD. No
entanto, apos analise estatistica, ndo foi possivel diferenciar as lesdes de LPO ou
RLO-AD por meio da espessura epitelial. Os dados da correlacdo cinica e
histopatoldgica revelaram que as presencas da hiperorto ou - paraqueratoses
estavam associadas as LLO clinicamente mais espessas, ou seja, mais
leucoplasicas. A presengca de exocitose foi associada as lesdes atroficas,
ulceradas e com sintomatologia dolorosa, comumente presente em pacientes com

LLO semelhante ao relatado na literatura consultada (Ismail et al., 2007).

A presencga do infiltrado profundo € uma caracteristica fortemente associada
ao diagndstico de RLO (Thornhill et al., 2006). Os resultados do presente estudo
relativos a espessura do IISE demonstraram que essa média do IISE nos 39 casos
analisados foi de 22,91um (min: 0,18; max: 92,79; DP: 14,77). Apos estratificar
pelo diagnostido da LLO, foi possivel observar que a média da espessura do
infiltrado inflamatério subepitelial foi maior nas lesées das RLO-AD (23,39 um) do
que no LPO (18,98 um). Nao foi observada diferenca estatisticamente significante
na espessura do infiltrado inflamatério entre os dois grupos. Os resultados do

presente estudo sdao semelhantes aqueles encontrados na literatura consultada,
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portanto, quanto mais profundo o infiltrado inflamatério subepitelial, mais provavel

que o diagndstico final seja de RLO (Thornhill et al., 2006).

O LPO é uma doenga mucocutanea com padrao autoimune mediada por
linfocitos T (LT) e as RLO-AD séo reagdes de hipersensibilidade mediadas por LB
e LT. Linfécitos B e T atuam na patogénese de muitas doengas autoimunes (DAI),
dentre elas o LPO e a RLO-AD. Os linfocitos B s@o células responsaveis pela
producéo de citocinas inflamatdrias (Cl), como por exemplo, a IL-10. Essa Cl atua
nas células B dos centros germinativos aumentando a expressédo do gene bcl-2,
prevenindo deste modo a apoptose de células B auto-reativas, o que poderia
facilitar das manifestac6es autoimunes (Moore et al., 2001, Carvalho, 2005). Os
resultados do presente estudo mostram que os linfécitos B imunomarcados foram
mais numerosos em lesées de RLO-AD, quando comparados as do LPO.
Portanto, esse dado constituiu um bom marcador para diferenciar as duas LLO.
Além disso, foi possivel relacionar esse dado da imuno-histoquimica com a
presenca do alelo mutado da IL-10, visto que essa mutacdo estava presente em

portadores de LLO.

Plasmécitos estdo presentes no infiltrado inflamatério das lesées do LPO
clinicamente ulceradas ou ndo, ou com a presenca da co-infeccdo por Candida
albicans, visto que estas situacbes estdo associadas ao recrutamento dos
plamdcitos e neutréfilos, encontrados no exame histopatégico de lesées do LPO
(Thorrhill et al., 2006). Os dados do presente estudo foram consistentes no que diz

respeito a presenca do infiltrado inflamatério com plasmaécitos em ambas as LLO,
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presente nas lesdes ulceradas, porém nao co-infectadas por Candida albicans.
Entretanto, as duas LLO apresentaram quantidades semelhantes dessas células,

e esse fato ndo possibilitou a diferenciagdo entre as duas lesdes.

Foi descrita a presenca de maior nUmero de mastocitos no LPO, em
comparacdo a 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 analises quantitativas dessas células, nao
evidenciaram diferengas quantitativas nas contagens de mastocitos presentes no
infiltrado inflamatério do LPO e das RLO (Jahanshahi & Aminzadeh, 2010).
Similarmente, os resultados quantitativos do presente estudo mostraram
guantidades semelhantes dessas células no infiltrado inflamatério subepitelial das
duas LLO analisadas. Portanto a contagem de mastocitos nao deve ser utilizada

para a diferenciacao destas duas LLO.

Os polimorfismos dos genes, nos pacientes analisados, foram classificados
nos fenétipos preditores de baixa e alta produgéo de interleucinas, de acordo com
seus gendtipos, 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-B, TNF-a e
IL10, foram estratificados pelo tipo de lesdo, e n&o exibiram diferengas
significantes de forma que permitisse seu uso como fator de diferenciagdo entre as
duas lesbes. No entanto foram observadas diferencas estatisticamente

significantes no polimorfismo do gene da IL-4 na posicao -590 C/T. O alelo -590T
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estava fortemente associado ao LPO quando comparada com a freqiiéncia do
alelo mutado em pacientes portadores de RLO-AD. Portanto esse polimorfismo

pode se constituir um perfil frequente em pacientes portadores de LPO.

O gendtipo IL1-B+3953TT € raro e associado a alta secregéo de IL1-B
(Carvalho, 2001). Além disso, é um polimorfismo que foi associado a diferentes
doencas, como por exemplo, as DAI, infecciosas, ou outras doengas com 0
componente inflamatério relevante (Kornman et al.,, 1997; Gore et al., 1998). No
presente estudo foi observada a ocorréncia de um unico caso no subgrupo 1.1, de
um unico caso no subgrupo 1.2 e de um unico caso no grupo 3. Esses dados séo
concordantes com a literatura no que diz respeito a raridade da ocorréncia do
gene polimérfico (Carvalho, 2001). Também a presenca desse polimorfismo, nao

foi observada com frequéncia nos portadores de LLO do presente estudo.

Similarmente, gendtipo polimoérfico da IL4 esta associado com alta secregéo
de interleucina-4 (Bai et al, 2010). Essa citocina regula as reagcbes imunes
mediadas pela IgE e pelas células como mastécitos e eosindfilos, que atuam como
fator de crescimento e diferenciacdo das células Th2 (Friedman; Weiner 1994;
Hancock et. al, 1994; Ribeiro et al. 2010). A superexpressado da IL4 foi avaliada
nos queratindcitos e em células provenientes do infiltrado inflamatério de
pacientes com LPO, e observou-se aumento na producao desta IL4 (Yamamoto;
Osaki, 1995). Por outro lado, a presenga dos polimorfismos do gene IL4 parecem
ter uma influéncia protetora sobre os sintomas referidos pelos portadores de LPO,

uma vez que estavam associados as formas mais brandas da doenga (Bai et al.,
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2008). No presente estudo os resultados s&o concordantes com aqueles descritos
por Yamamoto & Osaki, pois foi observada a presenca significante dos genétipos
mutados da IL4 no grupo de portadores de LLO com padrdao estriado
(provenientes de uma amostra da populagdo brasileira), que podem estar
asociados a presencga de mastocitos identificados no IISE e corados pela IHQ.

O TNF-o. € um mediador primario da resposta inflamatéria que atua na
patogénese das DAI, pois € associado ao recrutamento e diferenciacao dos LT e
LB, presencga de centros germinativos ricos em LB, recrutamento e diferenciacao
de L-Th2 e mondcitos (Makhatadze, 1998; Hoffstedt et al., 2000). Carrozzo e et al.,
(2004) relataram que o aumento na frequéncia do polimorfismo -308G/A parece
contribuir para o desenvolvimento de LPO, por conta do aumento da sintese da
citocina TNF-a. Similarmente, pacientes brasileiros com liquen plano oral
apresentaram uma freqiéncia significantemente maior de polimorfismo do TNF-a—
308 (G/A), quando comparada com individuos sem a doenca (Xavier et al., 2007).
Os resultados observados nesse estudo mostraram que o genétipo TNF-a -308AA
mutado foi observado em portadores de LLO.

Nos humanos, a interleucina-10 (IL10) é produzida nos linfécitos B (LB), L-
Th2 e nos mondcitos. Assim como a IL4, a IL10 atua no recrutamento e na
maturacao de linfocitos-TCD8 (linfocitos Th2), maturacdo de mastdcitos e exercem
influéncias positivas sobre os mecanismos de apoptose de queratindcitos (Moore
et al., 2001). A IL10 também esta, em alguns casos, referida como potente

supressora do sistema imunoldgico dos seres humanos, que poderia representar
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fator protetor ou anti-inflamatério (Sivula et al., 2009). Entretanto, a IL10 também é
relacionada a efeitos estimulatérios do sistema imunolégico (Reitamo et al., 1994;
Moore et al., 2001; Nolan et al., 2004; Carvalho, 2005). Ha relatos que associam a
presenca do polimorfismo no gene IL10 a portadores de doengas inflamatorias,
como o LPO (Xavier et al., 2007). No presente estudo, foi observada presenca
significante dos dois gendtipos mutados da IL10 no grupo de pacientes que
desenvolveu LLO. Ou seja, de 39 pacientes com LLO analisados, 37 pacientes
expressando os gendtipos IL10 -592AC e IL10 -592CC. Portanto, pacientes com o
gene mutado da IL10 na posicao -592A tém 11,3 vezes mais chances de serem
portadores de LLO e, este é gendtipo frequente em pacientes com portadores de

LLO.
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7 CONCLUSOES

Por meio da metodologia empregada e diante dos resultados obtidos, foi

possivel observar que:

. Foi possivel distinguir as duas LLO histopatologicamente por
meio da presenca de foliculos linféides e infiltrado perivascular profundo, visto que
essas caracteristicas histopatoldgicas foram mais frequentes nas RLO-AD;

. Nao foi possivel distinguir as duas LLO por meio da espessura
epitelial nem da espessura do infiltrado inflamatério em banda subepitelial;

. Por meio da contagem de linfécitos B em uma area de 1mm? foi
possivel diferenciar as duas LLO, visto que a RLO-AD apresentou maiores
quantidades dessas células;

. Os portadores de LLO apresentaram mais hipossalivacao quando
comparados com pacientes controles saudaveis;

. Os achados desse estudo indicam uma correlagdo entre a
presenca de polimorfismos com fenétipos altamente secretores de citocinas
inflamatérias TNF-q, 114 e IL10, associadas as respostas Th1/2 com a presenca de

LLO, quando comparada com o grupo controle de pacientes saudaveis.
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APENDICE 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FOP-UNICAMP: Av. Limeira, 901 — Areido, Piracicaba, SP — Brasil, CEP: 13414-903 / Fone:19-21065317/21065266UFPE:
Av. Prof. Morais Régo, 1235 - Cidade Universitaria. Recife, PE — Brasil, CEP: 50.670-901/ Fone: 81-

R\ 21268817

HneamE Termo De Consentimento Livre e Esclarecido GRUPOS 1 (LPO). 2 (RL) e 3 (DECH) — Grupos = '

de Estudo

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Caracterizagéo e comparagao do polimorfismo
de genes e citocinas das respostas Th1 e Th2 nas doencas imunologicamente mediadas com manifestagao bucal: liquen
plano oral (LPO), reacéo liquenodide (RL) e doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)” que sera realizada por Camila
Maria Beder Ribeiro, aluna do curso de Doutorado em Estomatopatologia da UNICAMP, a qual também recolhera o seu
consentimento, realizara um questionario e colhera os dados necessarios para a realizagao da pesquisa. Este trabalho esta
sob a orientagé@o dos professores Prof. Dr. Jacks Jorge Junior, do departamento de Patologia da FOP UNICAMP, e Prof. Dr.
Jair Carneiro Ledo, do departamento de Estomatologia da UFPE.

Justificativa e objetivos: Através desse estudo e de estudos futuros decorrentes deste, poderemos ajudar a
desenvolver novos tratamentos para o Liquen Plano Oral (LPO), Reacao Liquendide (RL) e a Doenca do Enxerto
Contra o Hospedeiro (DECH), visando minimizar a propensao de aparecimento desta doenca. Este estudo visa
correlacionar com o LPO as diferencas entre os genes (que contém a informagao genética dos individuos) e
citocinas (proteinas envolvidas na inflamacéao que sao produzidas pelas células de defesa do organismo humano,
ou seja, os linfécitos Th1 e Th2) que facilitam a inflamacéo do corpo humano.

Informacées: Procedimentos: O Sr. (a) passara por um exame clinico da boca para confirmar a presenca do LPO e a
sua boca sera fotografada. Sera realizado um questionario para obtencéao dos relativos ao seu nome, endereco e
historia clinica da doenca. Nesta pesquisa, individuos novos e alguns antigos, proveniente do banco de dados das
instituicoes relacionadas, deverao ser submetidos a biopsia da lesdao, que é um exame complementar necessario
para a visualizacdo das caracteristicas histologicas da lesao com o objetivo diagndstico. O Sr. (a) passara por
anestesia local, incisao com lamina de bisturi, remogcao de uma amostra de tecido e sutura da regiao. O Sr.(a)
recebera informacdes e orientagbes pos-operatorias e recebera uma prescricdo de analgésicos em caso de
desconforto relativos ao procedimento cirtrgico. Serao coletadas duas amostras de saliva, na primeira, o Sr.(a)
devera expelir a toda a saliva por um periodo de 5 minutos em um recipiente plastico; a segunda coleta da saliva
sera por meio de bochecho com uma solugé@o acucarada com o objetivo de estimular a produgédo da saliva e o
paciente o Sr. (a) devera raspar a lingua contra as bochecha, para que as células superficiais se destaquem da
mucosa da boca, e devera depositar o conteudo em um segundo recipiente plastico. Uma amostra de sangue sera
coletada com um tubo de coleta com agulha estéril. Esta pesquisa ndo é um ensaio clinico, portanto, ndo ha grupo

placebo. Nao ha métodos alternativos existentes itencdo da informacao desejada nesta pesquisa.
Desconfortos, riscos previsiveis e beneficios esperad-
O paciente submetido a pesquisa podera correr o irante o exame clinico, riscos de reacdes adversas

relacionados ao procedimento de biopsia, tais cu...o. lergia ao anestésico, complicagbes hemorragicas,
complicacées pos-operatorias, riscos de hematomas e desconfortos durante a coleta de sangue, e sofrer
constrangimentos durante a anamnese ou durante o procedimento de coleta dos dados sécio-demograficos, porém
a pesquisadora tentara minimiza-los. Os participantes receberao atendimento especializado para o LPO, RL e DECH
e as condigoes de saude serao avaliadas e o Sr. (a) sera orientado (a) de acordo com a necessidade de tratamento
individual e encaminhado para as devidas clinicas especializadas. Nesta pesquisa ndao ha beneficios diretos aos
voluntarios participantes. Forma de acompanhamento e assisténcia: Os pesquisadores estardo a disposicao para
quaisquer esclarecimentos adicionais pessoalmente, por fone ou e-mail (modo de contato abaixo).

Garantias: Garantia de esclarecimentos: Os pesquisadores esclarecerao os voluntarios quanto a todos os aspectos da
pesquisa, antes, durante e ap6és a mesma. Liberdade de recusa a participacéo ou de retirar o seu consentimento: O Sr. (a)
pode escolher ndo participar de nossa pesquisa, ou desistir da participagé@o, se achar necessario, em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer penalizagcdo e sem prejuizo, inclusive do seu atendimento clinico. Sigilo: Seus dados pessoais
serdo mantidos em sigilo. Ressarcimento e indenizacdo: Ndo ha gastos previstos pela participacdo na pesquisa e,
portanto, ndo h& previsdo de ressarcimento, com excegao dos individuos que serao convocados, que serdo ressarcidos
pelos gastos referentes ao seu deslocamento. Nao ha riscos previsiveis pela participagdo na pesquisa e, portanto, nao ha
previsao de indenizagdo. Vocé receberd uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para contato com os pesquisadores: Camila M. B. Ribeiro e Prof. Jacks Jorge: Av. Limeira, 901, Areido, Piracicaba-SP,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP, Fones: 19 2106-5317/5266 — camilaribeiro@fop.unicamp.br —
jacks@fop.unicamp.br / Prof. Jair Carneiro Ledo: Av Prof. Morais Régo n?® 1235, Cidade Universitaria, 12 andar. Fone: 81-
21268817 — jleac@ufpe.br |

Em caso de duvidas quanto aos seus direitos como voluntario de pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da FOP: Av Limeira 901, FOP-Unicamp, CEP 13414-903, Piracicaba — SP. Fone/Fax 19-21065349, e-mail
cep@fop.unicamp.br e webpage: www.fop.unicamp.br/cep

Eu , R.G. ,
CPF , concordo em participar da pesquisa intitulada “Caracterizagéo e
comparagao do polimorfismo de genes e citocinas das respostas Th1 e Th2 nas doengas imunologicamente mediadas com
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manifestagdo bucal: liquen plano oral (LPO), reagdo liqguendide (RL) e doenca do enxerto contra o hospedeiro
(DECHY)”
Nome e Assinatura Data / /
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APENDICE 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
. @, B
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uNIcCAMP

FOP—UNICAMP: Av. Limeira, 901 — Areido, Piracicaba, SP — Brasil, CEP: 13414-903 / Fone:19-21065317/21065266
UFPE: Av. Prof. Morais Régo, 1235 - Cidade Universitaria. Recife, PE — Brasil, CEP: 50.670-901 / Fone: 81-21268817

Termo De Consentimento Livre e Esclarecido GRUPOS 4 (GC-LPO), 5 (GC-RL) e 6 (CG-DECH) — Grupos Controles

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Caracterizagéo e comparagao do polimorfismo
de genes e citocinas das respostas Th1 e Th2 nas doengas imunologicamente mediadas com manifestagao bucal: liquen
plano oral (LPO), reagéo liquendide (RL) e doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)” que sera realizada por Camila
Maria Beder Ribeiro, aluna do curso de Doutorado em Estomatopatologia da UNICAMP, o qual também recolhera o seu
consentimento, realizara um questionario e colhera os dados necessarios para a realizagao da pesquisa. Este trabalho esta
sob a orientagé@o dos professores Prof. Dr. Jacks Jorge Junior, do departamento de Patologia da FOP UNICAMP, e Prof. Dr.
Jair Carneiro Ledo, do departamento de Estomatologia da UFPE.

Justificativa e objetivos: Através desse estudo e de estudos futuros decorrentes deste, poderemos ajudar a
desenvolver novos tratamentos para o Liquen Plano Oral (LPO), Reacéo Liquendide (RL) e a Doenca do Enxerto
Contra o Hospedeiro (DECH), visando minimizar a propensao de aparecimento desta doenca. Este estudo visa
correlacionar com o LPO as diferengas entre os genes (que contém a informacao genética dos individuo) e
citocinas (proteinas envolvidas na inflamacao que sédo produzidas pelas células de defesa do organismo humano,
ou seja, os linfécitos Th1 e Th2) que facilitam a inflamacéo do corpo humano.

Informacées: Procedimentos: O Sr. (a) passara por um exame clinico da boca para confirmar a presenca do LPO e a
sua boca sera fotografada. Sera realizado um questionario para obtencéao dos relativos ao seu nome, endereco e
historia clinica da doenca. Serao coletadas duas amostras de saliva, na primeira, o Sr.(a) devera expelir a toda a
saliva por um periodo de 5 minutos em um recipiente plastico; a segunda coleta da saliva sera por meio de
bochecho com uma solucao agucarada com o objetivo de estimular a producdo da saliva e o paciente o Sr. (a)
devera raspar a lingua contra as bochecha, para que as células superficiais se destaquem da mucosa da boca, e
devera depositar o conteudo em um segundo recipiente plastico. Uma amostra de sangue sera coletada com um
tubo de coleta com agulha estéril. Esta pesquisa nao é um ensaio clinico, portanto, nao ha grupo placebo. Nao ha
métodos alternativos existentes para obtencdo da informacdao desejada nesta pesquisa. Desconfortos, riscos
previsiveis e beneficios esperados: O paciente submetido a pesquisa podera correr o risco durante o exame
clinico, riscos de reacdes adversas relacionados ao procedimento de biopsia, tais como: alergia ao anestésico,
complicacées hemorragicas, complicacdes pos-operatorias, riscos de hematomas e desconfortos durante a coleta
de sangue, e sofrer constrangimentos durante a anamnese ou durante o procedimento de coleta dos dados sécio-
demograficos, porém a pesquisadora tentara minimiza-los. Os participantes receberdo atendimento especializado
para o LPO e as condicOes de saude serao avaliadas e o Sr. (a) sera orientado (a) de acordo com a necessidade de
tratamento individual e encaminhado para as devidas clinicas especializadas. Nesta pesquisa ndao ha beneficios
diretos aos voluntarios participantes. Forma de acompanhamento e assisténcia: Os pesquisadores estardo a
disposicao para quaisquer esclarecimentos adicionais pessoalmente, por fone ou e-mail (modo de contato abaixo).

Garantias: Garantia de esclarecimentos: Os pesquisadores esclarecerdo os voluntarios quanto a todos os aspectos da
pesquisa, antes, durante e ap6és a mesma. Liberdade de recusa a participacéo ou de retirar o seu consentimento: O Sr. (a)
pode escolher ndo participar de nossa pesquisa, ou desistir da participagdo, se achar necessario, em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer penalizagcdo e sem prejuizo, inclusive do seu atendimento clinico. Sigilo: Seus dados pessoais
serdo mantidos em sigilo. Ressarcimento e indenizacdo: Nao ha gastos previstos pela participagdo na pesquisa e, portanto,
nao ha previsao de ressarcimento, com excegao dos individuos que serado convocados, que serdo ressarcidos pelos gastos
referentes ao seu deslocamento. Nao ha riscos previsiveis pela participagdo na pesquisa e, portanto, ndo ha previsao de
indenizagdo. Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para contato com os pesquisadores: Camila M. B. Ribeiro e Prof. Jacks Jorge: Av. Limeira, 901, Areido, Piracicaba-SP,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP, Fones: 19 2106-5317/5266 — camilaribeiro@fop.unicamp.br —
jacks@fop.unicamp.br / Prof. Jair Carneiro Ledo: Av Prof. Morais Régo n?® 1235, Cidade Universitaria, 12 andar. Fone: 81-
21268817 — jleac@ufpe.br i

Em caso de dlvidas quanto aos seus direitos como voluntario de pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da FOP: Av Limeira 901, FOP-Unicamp, CEP 13414-903, Piracicaba — SP. Fone/Fax 19-

21065349, e-mail cep@fop.unicamp.br e webpage: www.fop.unicamp.br/cep

Eu , R.G. ,
CPF , concordo em participar da pesquisa intitulada “Caracterizagéo e
comparagao do polimorfismo de genes e citocinas das respostas Th1 e Th2 nas doengas imunologicamente mediadas com
manifestagao bucal: liquen plano oral (LPO), reagéo liquendide (RL) e doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)”

Nome e Assinatura Data / /
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APENDICE 3

QUESTIONARIOS DA PESQUISA

uNIcaME

§e

QUESTIONARIO DA PESQUISA PARA OS GRUPOS 1 (LPO, RLO-RAM e DECHc) — Grupos de Estudo

“Caracterizagédo e comparacao do polimorfismo de genes e citocinas das respostas Th1 e Th2 nas doengas
imunologicamente mediadas com manifestagao bucal: liquen plano oral (LPO), reagéo liquendide (RL) e doenga do enxerto

contra o hospedeiro (DECH)”

Sigla do Hosp. L Paciente No. 00D Data: / / Grupo

Iniciais do Paciente:

Endereco:

Telefone para contato: (Falar com: )

Cor da pele:
[J Leucoderma [ Melanoderma [ Feoderma

Histéria da doenca atual (queixa principal e duragao):

Uso de medicamentos de rotina? Quais?

Fuma? ST NLC Quanto? Tipo?

Bebe? SO N[ Quanto? Tipo?

Outros hébitos orais? ST N[O Tipo?

Fluxo salivar: mL/min
Hipossalivacdo ST N[O

Analise clinica OMS Exame da cavidade Oral

Lesdo:SLU N[

Descrever as lesdes visiveis e localizagao detalhada

Lesdes estriadas S N[
Lesdes bilaterais SO NC

Lesdes ulceradas ST N[O

Analise Histopatoldgica

HE: Descri¢ao da lamina:

Infiltrado linfocitario em banda S C N [
Degeneracéo hidrépica da camada basal S N[

DisplasiaSC N[C
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Resultado final: (1- LPO; 2 — RLO-RAM)

Andlises Imunoistoquimica

Anticorios: Médias

CD-20

Plasma Cell

104520 +4; 30 +++; 41 ++++

Andlise do DNA da saliva — PCR Quantitativa

Resultado da PCR Th1: Resultado da PCR Th2:
Gene Resultados

TNF-a

IL-10
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APENDICE 4
QUESTIONARIOS DA PESQUISA

Ca®

QUESTIONARIO DA PESQUISA PARA GRUPOS 2 e 3 (Controles para hipossalivacdo e controles caucasoéides)-

“Caracterizagdo e comparagao do polimorfismo de genes e citocinas das respostas Th1 e Th2 nas doengas
imunologicamente mediadas com manifestagao bucal: liquen plano oral (LPO), reagéo liquendide (RL) e doenga do enxerto
contra o hospedeiro (DECH)”

Sigla do Hosp. L Paciente No. L Data: / / Grupo

Iniciais do Paciente:

Enderego:

Telefone para contato: (Falar com: )
Cor da pele:

[ Leucoderma [ Melanoderma [ Feoderma

Histéria da doencga atual (queixa principal e duragao):

Uso de medicamentos de rotina? Quais?

Fuma? ST NLC Quanto? Tipo?
Bebe? SO N[ Quanto? Tipo?
Outros habitos orais? S N[

Exame da cavidade Oral

Lesdo:SO NC

Fluxo salivar: mL/min
Hipossalivacdo S N [

APENAS PARA OS CONTROLES CAUCASOIDES:*

Analise do DNA da saliva — PCR Quantitativa
Resultado da PCR Thi: Resultado da PCR Th2:

Gene Resultados

L1 B,

TNF-a
IL-4

IL-10
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ANEXO — CERTIFICADO DE APROVACAO DO
COMITE DE ETICA DA FOP-UNICAMP

1del

Clomité de Etica em Pesquisa - Certificado http:/wrww fop. unicamp br/cep/sistema/certificado. php?Protocolo=011...
‘;I COMITE DE ETICA EM PESQUISA e
i FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
Fo UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa "Caracterizagdo e comparagao do
polimorfismo de genes e citocinas das respostas Thl e Th2 nas doengas imunologicamente mediadas com
manifestagdo bucal: liquen plano oral (LPO), reagdo liquendide (RL) e doenga do enxerto contra o hospedeiro
crénica (cDECH)", protocolo n® 011/2009, dos pesquisadores Camila Maria Beder Ribeiro, Jacks Jorge Junior, Jair
Carneiro Ledo e Maria Elvira Pizzigatti Correa, satisfaz as exigéncias do Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saide
para as pesquisas em seres humanos e fol aprovado por este comité em 14/04/2009.

The Ethics Committee in Research of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the
project "Characterization and comparison of the genes and cytokines polymorphisms of Thl and Th2 responses
in immunologically mediated diseases with oral manifestations: oral lichen planus (LP0O), reaction lichenoid
(RL) and chronic graft versus host disease (cGVHD)", register number 011/2009, of Camila Maria Beder Ribeiro, Jacks
Jorge Junior, Jair Carneire LeSo and Maria Elvira Pizzigatti Correa, comply with the recommendations of the National Health
Council - Ministry of Health of Brazil fer research in human subjects and therefore was approved by this committee at .

“
r’ 4/
rlf \ i /f /
e / v/
e '/Q/ f. I/
J//A<
Prof. Dr. Pablo Agustln Vargas Prof. Dr. Jacks Jorge Junior
Seaetario Coordenador
CEP/FOPfUNICAMP CEPfFOP/UNICAMP

00 POOCOH0 SPAIECE COMD TOME0kIo Pel0s PESQUISA00TES, £2M QUAGUET Eaip30.
o 1 Tre"usarme:m'ec PDEANS 35 [FOVIEST DY 12 UGS, WINOLE 207G

27/04/2009 15:47
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