EXPRESSAO DAS CITOQUERATINAS 10, 13, 14 E 19 NO
LIQUEN PLANO ORAL

Claudio de Moura Castro Jacques

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina
(Dermatologia), Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
parte dos requisitos necessarios a obtencao do

titulo de Mestre em Medicina (Dermatologia).

Orientadores: Profd. Dr2. Marcia Ramos-e-Silva

Profa. Dr2. Tullia Cuzzi

Rio de Janeiro

Fevereiro/2004



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



EXPRESSAO DAS CITOQUERATINAS 10, 13, 14 E 19 NO
LIQUEN PLANO ORAL

Claudio de Moura Castro Jacques

Orientadores: Profd. Drd. Marcia Ramos-e-Silva

Prof2. Dr2. Tullia Cuzzi

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de

Mestre em Medicina (Dermatologia).

Aprovada por:

Presidente, Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira

Prof. Dr. Celio Abdalla

Prof. Dr. Pedro Leonardo do Vale Briggs Pecanha

Rio de Janeiro

Fevereiro/2004



Jacques, Claudio de Moura Castro

Expressdo das Citoqueratinas 10, 13, 14 e 19 no
Liqguen Plano Oral / Claudio de Moura Castro Jacques.—
Rio de Janeiro: UFRJ / Faculdade de Medicina, 2004.

xv, 100 f. :il.

Orientadores: Marcia Ramos-e-Silva e Tullia Cuzzi

Dissertacdo (Mestrado) — UFRJ / Faculdade de
Medicina / Dermatologia, 2004.

Referéncias Bibliograficas: f. 73-89.

1. Liguen Plano. 2. Boca. 3. Citoqueratinas.
4. Imunohistoquimica. 5. Dermatologia — Tese. |. Ramos-
e-Silva, Marcia; Cuzzi, Tullia. 1. Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Faculdade de Medicina. llI. Titulo.




Ao0s meus pais Mario e Lucia, pelo amor, apoio,

amizade, carinho, compreensao, ... por tudo.

Ao meu av0O Luiz, colega que infelizmente ja nos
deixou. Tenho certeza que esse seria um momento

muito especial para vocé. Sinto sua falta.

Aos meus sogros Celio e Lucy, pelo carinho de
sempre. VOCcés sdo meus segundos pais.

A minha mulher Simone, pelo amor, amizade e
cumplicidade. Seu apoio e compreensdo foram

fundamentais nessa jornada. Te amo muito.

Aos meus filhos, Isabela e Rodrigo, meu amor por

voceés é infinito.



AGRADECIMENTOS

A Profa Dr2 Marcia Ramos-e-Silva, pela orientacéo, amizade e sugestdo do tema.
Obrigado por acreditar em mim. Foi uma grande honra poder contar com a sua

experiéncia e dedicacdo durante esses trés anos de curso.

A Prof? Dr2 Tullia Cuzzi, por sua inestimavel orientacio no desenvolver desse

estudo. Obrigado pela paciéncia, pelas sugestdes e pelas fotos.

Ao Prof. Absalom Lima Filgueira, Coordenador do Curso de Pds-Graduacdo em
Dermatologia, e aos demais professores do Servico de Dermatologia do HUCFF-

UFRJ, pela atencao e amizade.

As secretarias do Servico de Dermatologia do HUCFF-UFRJ, Sras. Gilsara

Jaccoud da Costa e Deise Pereira da Cunha, pelo carinho, atencédo e amizade.

A bioestatistica Sra. Rosangela Aparecida Martins Noé, da Comisséo Cientifica

do HUCFF-UFRJ, pela orientacdo na parte estatistica desse estudo.

A técnica em imunohistoquimica Sra. Antonia Ferreira de Mesquita, do Servico de
Anatomia Patolégica do HUCFF-UFRJ, pelo carinho, dedicacédo e paciéncia no

preparo do material e execucao da etapa laboratorial.



Vi

A técnica em imunohistoquimica Sra. Elizabeth Jovette D'Avila, do Servico de
Anatomia Patolégica do HUCFF-UFRJ, pelo auxilio na execucdo da fase de

laboratorio.

Aos funcionarios do Servico de Anatomia Patolégica do HUCFF-UFRJ, pela boa

vontade, paciéncia e atencao dispensada.

A minha querida amiga Dr2 Ana Libia Cardozo Pereira, pelo apoio nos melhores e
piores momentos, pelo companheirismo na divisdo das tarefas e pela ajuda
inestimavel em diversas etapas desse estudo.

Aos colegas de mestrado, pela amizade, carinho e convivéncia excepcionais.

A CAPES, pela concess&o da bolsa de estudo. O apoio financeiro foi fundamental

na realizacdo dessa pesquisa.



Vi

RESUMO

EXPRESSAO DAS CITOQUERATINAS 10, 13, 14 E 19 NO
LIQUEN PLANO ORAL

Fundamentacdo Teodrica: O liqguen plano oral € uma doenca inflamatéria de
etiologia desconhecida, que apresenta carater cronico, e que pode eventualmente
evoluir para um carcinoma espinocelular. As citoqueratinas sao filamentos
proteicos intracitoplasmaticos, que se constituem em componente importante do
citoesqueleto, possuindo funcdo de manutencdo da estrutura das células
epiteliais. Essas proteinas sao excelentes marcadores da diferenciacao epitelial,
sendo utilizadas largamente no estudo de diversas doencas neoplasicas e
inflamatarias.

Objetivos: Estudar o perfil de expressao das citoqueratinas 10, 13, 14 e 19 nas
lesBes orais do liguen plano, comparando os resultados com a literatura, além de
investigar possiveis associacfes entre a expressao dessas citoqueratinas e dados
clinico-epidemiolégicos ou alteragdes displasicas.

Metodologia: Foram utilizados anticorpos monoclonais para as citoqueratinas
supracitadas, em 26 amostras de liquen plano oral. Tendo sido empregada a
técnica da estreptavidina-biotina nos cortes de tecido emblocados em parafina.

Resultados: A analise das amostras revelou expressdo suprabasal da
citoqueratina 10 em 16 das 17 amostras, expressao suprabasal da citoqueratina
13 em 18 das 23 amostras, sendo que 16 delas apresentaram retardo na
marcacao, expressdo basal e suprabasal da citoqueratina 14 em todas as
amostras, e expressao basal focal da citoqueratina 19 em 4 das 21 amostras

Conclusdes: A expressao das citoqueratinas 10, 13, e 14 se mostrou alterada
nas lesdes de liquen plano oral, quando comparada com a literatura relativa a
expressdo das mesmas na mucosa oral normal. A citoqueratina 19 foi expressa
nas lesbes de liquen plano oral, em padrdao semelhante ao da literatura referente
a mucosa oral ndo-ceratinizada. Dados como sexo, idade, localizacéo das lesdes,
forma clinica e presenca de displasia de grau leve ndo alteraram a expressao das
citoqueratinas em questdo. Nao foi observada diferenca no padrao de expressao
dessas citoqueratinas entre as lesdes de liquen plano localizadas nas mucosas
ceratinizada e ndo-ceratinizada.

Palavras-chave: liquen plano; oral; citoqueratinas

Rio de Janeiro
Fevereiro/ 2004
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ABSTRACT

EXPRESSION OF CYTOKERATINS 10, 13, 14 AND 19
IN ORAL LICHEN PLANUS

Background: Oral lichen planus is an inflammatory disease of unknown etiology,
presenting a chronic nature that may eventually develop into a squamous-cell
carcinoma. Cytokeratins are intracytoplasmatic proteic filaments that constitute a
relevant component of the cytoskeleton, having a function of upholding the
structure of the epithelial cells. These proteins are excellent markers for epithelial
differentiation, being widely used in the study of several neoplasic and
inflammatory diseases.

Objectives: To study the profile of expression of cytokeratins 10,13, 14 and 19 in
lesions caused by oral lichen planus, comparing the results with the literature,
besides investigating possible associations between the expression of these
cytokeratins and clinical-epidemiological data or dysplasic alterations.

Methodology: Monoclonal antibodies were used for the above-mentioned
cytokeratins, in 26 samples of oral lichen planus. The streptavidin-biotin technique
was employed in the tissue sections cast in paraffin.

Results: Analysis of the samples revealed suprabasal expression of cytokeratin
10 in 16 of the 17 samples studied, suprabasal expression of cytokeratin 13 in 18
of 23 samples observed, basal and suprabasal expression of cytokeratin 14 in all
samples studied, and focal basal expression of cytokeratin 19 in 4 of 21 samples.

Conclusions: Expression of cytokeratins 10, 13 and 14 presented alterations in
oral lichen planus lesions, when compared with what is mentioned in the literature
for the normal oral mucosa. Cytokeratin 19 was expressed in the lesions, in a
pattern similar to what is mentioned in the literature for the non-keratinized oral
mucosa. Factors as sex, age, location of lesions, clinical form and presence of
light dysplasia did not change the expression of the cytokeratins in focus. No
differences in pattern of expression were observed between keratinized and non-
keratinized areas in lesions caused by oral lichen planus.

Key-words: lichen planus; oral; cytokeratins

Rio de Janeiro
Fevereiro/2004
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1. INTRODUCAO

O liquen plano é uma doenca inflamatoria de etiologia desconhecida que
pode apresentar lesbes na pele e nas mucosas. Ao acometer a boca, essa
doenca adquire um carater de cronicidade na sua evolucao, além da possibilidade
de apresentar sintomatologia relacionada a dor ou sensacédo de queimacéo, ou
ainda sofrer transformacdo maligna, conforme ja descrito na literatura.

O diagnostico dessa doenca se baseia na clinica, com a confirmacgao
sendo dada através do exame histopatolégico. No entanto, ndo sao raras as
situacbes em que nos deparamos com casos de diagnostico duvidoso, devido ao
fato das alteracdes clinico-histopatoldgicas poderem ser compartilhadas por
outras doencas.

As citoqueratinas sao filamentos proteicos intracitoplasmaticos que tém
sido bastante utilizados no estudo de doencas tumorais e inflamatorias, devido a
sua estabilidade e pouca variabilidade no tecido.

Nesse estudo, sera feita uma analise da expressado das citoqueratinas 10,
13, 14 e 19 nas lesBes orais do liquen plano, comparando com os achados na
literatura referentes a mucosa oral normal e ao proprio liqguen plano oral.

Essas quatro citoqueratinas foram escolhidas para esse estudo, devido ao
fato de serem normalmente expressas na mucosa oral, seja nas regides

ceratinizadas ou nao-ceratinizadas.



Sera também estudada a ocorréncia de outros fatores que possam estar
influenciando na expressdo dessas proteinas, como sexo, idade, localizacao,

forma clinica e presenca de alteracdes displasicas no tecido.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 LIQUEN PLANO ORAL

2.1.1 DEFINICAO

O liquen plano é uma dermatose inflamatéria de causa desconhecida. Foi
descrito por Erasmus Wilson em 1869, e se apresenta clinicamente como lesdes
papulosas poligonais, brilhantes, isoladas, simétricas, de colora¢do eritemato-
violacea, com estrias esbranquicadas na superficie (estrias de Wickham). Pode
acometer qualquer parte do tegumento, porém apresenta predilecdo pelas
superficies flexoras dos antebracos, coxas, terco distal dos membros inferiores,
abdome, regido sacro-coccigea, genitalia, unhas e mucosas. (MOLLAOGLU,
2000)

O liquen plano oral pode preceder ou se manifestar concomitantemente
ao quadro cutadneo, ou ainda ser manifestacdo isolada de liquen plano.
(SILVERMAN & BAHL, 1997)

A prevaléncia das lesbes nas mucosas € menor em relacdo ao
acometimento cutaneo. No entanto, essas lesdes podem se acompanhar de dor
ou sensacdo de queimacao, trazendo desconforto ao paciente. (LOZADA-NUR &
MIRANDA, 1997; GARCIA-POLLA VALLEJO, 1998)

Segundo CHIAPPELLI (1997), as lesbes mucosas do liqguen plano séo
mais duradouras que as de localizacao cutanea, podendo persistir por 20 anos ou

mais.



2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

A mucosa acometida com maior freqiéncia é a oral, apesar de ja terem
sido descritas lesdes em outras regides, como as mucosas do nariz, genitélia,
faringe, laringe, es6fago, estdmago, intestinos, anus, conjuntiva, uretra e bexiga.
(BOYD & NELDER, 1991)

RAMIREZ-AMADOR (2000) encontrou prevaléncia de 8,3% de liquen
plano oral entre 60 pacientes mexicanos com queixas referentes a mucosa oral.

O achado de lesbes orais entre pacientes portadores de liquen plano
variou de 70 a 77 %, segundo SCULLY & EL-KOM (1985).

JUNGELL (1991) relatou que 50% dos pacientes de liquen plano
apresentavam lesfes na mucosa oral. Nesse mesmo trabalho, o liquen plano oral
foi encontrado como manifestacao isolada em 25% dos casos.

O liguen plano oral na auséncia de lesbes cutaneas ocorreu em 20 a 30%
dos casos estudados por MOLLAOGLU (2000).

Revendo 584 portadores de liquen plano oral, EISEN (1999) encontrou
concomitancia de lesdes cutaneas de liquen plano em 93 individuos, lesbes
genitais em 83, alteracdes ungueais em 11, liquen plano pilar em 6, lesGes
esofagicas em 6 e conjuntivais em 1 dos examinados.

Ao realizarem inquérito epidemioldgico com 23.333 sui¢cos maiores de 15
anos, AXELL & RUNDQVIST (1987) encontraram 1,9 % de casos de liquen plano
oral, sendo que a idade média dos doentes era de 53 anos, e havia um
predominio de casos no sexo feminino, numa propor¢ao de 2:1.

O liquen plano oral foi mais frequente na populacdo feminina, mantendo-

se numa proporcdo de 3:2 em relacdo aos homens, em diversos estudos



realizados. (KOVESI & BANOCZY, 1973; SCULLY & EL-KOM, 1985;
SILVERMAN & BAHL, 1997)

KOVESI & BANOCZY (1973) relatam que a maioria dos casos de liquen
plano oral esta situado na faixa etaria de 40 a 70 anos, sendo raro o

acometimento de criangas.
2.1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

O liquen plano oral pode acometer qualquer parte da cavidade oral,
porém as lesdes se localizam com mais freqiiéncia na mucosa jugal. (BOUQUOT
& GORLIN, 1986)

A lingua, a gengiva e os labios séo outras localizacbes comuns, enquanto
0 acometimento do palato é ocasional. (JUNGELL, 1991)

A Organizacdo Mundial da Saude reconhece sete diferentes formas
clinicas de liquen plano oral, conforme mostra o Quadro 1. (SILVERMAN & BAHL,

1997; CHAIYARIT, 1999).

QUADRO 1: FORMAS CLINICAS DE LIQUEN PLANO ORAL
SEGUNDO A OMS

RETICULAR

EROSIVA

PAPULOSA

EM PLACA

ATROFICA

BOLHOSA

ULCERADA




No entanto, a forma ulcerada ndo € reconhecida por alguns autores, que
a consideram como consequéncia da ruptura das lesbes da forma bolhosa.
(ANDREASEN, 1968; MOLLAOGLU, 2000)

O liquen plano oral reticular € a forma clinica mais freqiente, sendo
caracterizado por uma ou mais lesdes eritemato-violaceas, encimadas por estrias
esbranquicadas que se apresentam em padréo arboriforme ou em forma de rede.
E quase sempre bilateral, e sua localizacdo preferencial € a mucosa jugal,
podendo também afetar as porcdes laterais da lingua, a gengiva e os labios.
(BOISNIC,1995; CHAIYARIT, 1999)

A forma erosiva do liquen plano oral € a segunda mais prevalente,
podendo se apresentar como uma ou varias erosdes, recobertas por uma
pseudomembrana, e localizadas muitas vezes no interior de lesdo da forma
reticular. (LOZADA-NUR & MIRANDA, 1997) Essa variante clinica costuma se
acompanhar de dor ou sensacdo de queimacédo, além de um "gosto metalico",
gue eventualmente pode ser motivo de queixa pelo paciente. (LISSIA, 1988)

O potencial de desenvolvimento de um carcinoma espinocelular a partir
do liqguen plano oral erosivo € com freqiéncia mencionado na literatura.
(KRUTCHKOFF, 1978; MARDER, 1982)

A forma papulosa do liquen plano oral é rara e consiste em pequenas
papulas esbranquicadas, com cerca de 0,5 mm de diametro. E provavel que
muitas vezes essas lesfes passem despercebidas ao exame clinico devido ao
seu tamanho diminuto. (BRICKER,1994)

O liguen plano oral em placa, em geral, se apresenta como leséo Unica,
de coloracdo esbranquicada, com superficie lisa ou irregular, localizada de

preferéncia na mucosa jugal e dorso da lingua. E a variante de liquen plano oral



mais encontrada em fumantes e se apresenta clinicamente de forma bastante
similar a leucoplasia, da qual deve ser diferenciada. (THORN, 1988; BRICKER,
1994)

As lesdes da variante atrofica podem ser encontradas por toda a mucosa
oral, porém apresentam predilecdo pelas gengivas. Clinicamente consistem em
uma ou mais areas eritemato-atroficas, mal delimitadas, com estrias
esbranquicadas na periferia e distribuicdo simétrica. (BRICKER, 1994)

O liquen plano oral bolhoso é a forma clinica menos comum, e se
manifesta como vesiculas e/ou bolhas, de diametros variados, em geral
acompanhadas de sensacdo de queimacdo. Ao se romperem, essas lesbes
originam ulceracfes bastante dolorosas. Sua localizacdo preferencial € a mucosa
jugal, entre os segundo e terceiro molares inferiores. Também acomete as bordas
laterais da lingua e, raramente afeta a gengiva. (ZEGARELLI, 1993; BRICKER,
1994)

O liguen plano oral se apresenta, por vezes, como maculas
hiperpigmentadas, entremeadas a estrias esbranquicadas, ambas com padrdo
reticular. Ha controvérsia na literatura quanto a se considerar essas lesées como
uma variante clinica do liguen plano oral, ou simplesmente se tratar de
hiperpigmentacédo pdés-inflamatoria. (LISSIA, 1988; CAMPANILE, 1999)

Independentemente da forma clinica, o liquen plano oral se apresenta
como doenca crénica, com a maioria dos casos evoluindo por 25 anos ou mais.
(SCULLY & EL-KOM, 1985)

Ao contato com fatores irritantes, como o fumo ou certos alimentos, as
lesbes das variantes atrofica, erosiva e bolhosa costumam apresentar dor e/ou

sensacao de queimacao; ao contrario das formas reticular, papulosa e em placas,



gue sao assintomaticas, muitas vezes sendo descobertas ocasionalmente durante

a inspecéao da boca. (JACQUES, 2003 — ANEXO II)

2.1.4 HISTOPATOLOGIA

As lesbes cutaneas de liquen plano apresentam histopatologia
correspondente a uma dermatite de interface, caracterizada por hiperceratose
e/lou paraceratose, hipergranulose focal, acantose com padrdo em "dentes-de-
serra” dos cones interpapilares, presenca de corpos coldides na derme superficial
e também na camada basal e na area suprabasal da epiderme, areas de
degeneracéo por liquefacdo da camada basal denominadas "espacos de Max-
Joseph”, e infiltrado linfo-histiocitario em faixa na derme superficial. (TOUSSAINT,
1990)

As alteracfes histopatoldgicas encontradas no liquen plano oral foram
primeiramente descritas em 1906 por Dubreuilh, e se apresentam de forma
semelhante a observada no liquen plano cutaneo. Diferem, no entanto, das lesdes
da pele pela auséncia frequente da hipergranulose focal e do aspecto em "dentes-
de-serra” dos cones interpapilares. (ODUKOYA, 1985)

Além disso, segundo SHKLAR (1968), a ocorréncia de paraceratose €
muito mais frequente em relacdo a hiperceratose nas lesdes de mucosa, embora
em alguns casos possa ser observada uma alternancia desses dois tipos de
ceratinizacdo. Também, nas formas clinicas que cursam com pouca ceratinizacao
ou erosdo, pode haver auséncia de acantose, sendo esta substituida pelo

afinamento ou auséncia da epiderme.



Além das alteracdes histopatologicas anteriormente descritas, o liquen
plano oral costuma também apresentar alteracdes displasicas de grau leve a
moderado. (KAUGARS, 1988)

DE JONG (1984) encontrou um percentual de 25% de displasia em 100
pacientes oriundos da Holanda e da Hungria, tendo encontrado somente graus
leve e moderado nas lesodes.

Estudando 100 portadores de liqguen plano oral, ODUKOYA (1985)
observou displasia leve em 57%, moderada em 9% e grave em 2%. Como grupo-
controle, foram utilizados 100 portadores de lesfes inflamatdrias nao-especificas
da mucosa oral, sendo observados 32% de displasia leve, 10% de displasia
moderada e nenhum caso de displasia grave. Os autores concluiram que o
achado de displasia pode ser considerado relativamente frequente no liquen
plano oral e outros processos inflamatorios da mucosa oral, e que houve uma
maior prevaléncia, estatisticamente significante, de displasia no liquen plano oral
em comparagao ao grupo-controle.

CAFFARENA (1986), relatou 26,1% de displasia em 65 casos, sendo 12
casos de grau leve (70,5%), 5 casos de grau moderado (29,4%), e nenhum caso
de displasia grave.

EPSTEIN (2003), afirma que a presenca de displasia em lesbes
liquendides da mucosa oral aumenta o risco de transformacdo maligna, devendo
esses casos ser acompanhados clinicamente por longo periodo, enquanto DE
JONG (1984) e URBIZO-VELEZ (1989) referem que a presenca de alteracdes
displasicas de grau leve a moderado € relativamente frequente no liquen plano
oral, sem que esse achado signifigue obrigatoriamente uma tendéncia a

transformacao maligna por parte dessas lesdes.
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A imunofluorescéncia direta, as lesdes de liquen plano oral apresentam
positividade para IgG, IgA, C3 e fibrina nos corpos coloides. Esse padrédo nao e
especifico para a doenca, podendo também ser observado no lupus eritematoso e

no eritema polimorfo. (TOUSSAINT, 1990)

2.1.5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Devido a grande variedade de apresentacdes clinicas, o liquen plano oral
faz diagnostico diferencial com diversas doencas que acometem a boca, o que
inclui tanto as lesbes "brancas" (leucoplasias), como as "vermelhas"
(eritroplasias).

Segundo CAMPANILE (1999), o diagnostico diferencial do liquen plano
oral inclui a leucoplasia, carcinoma epidermoide, leucoceratose, candidiase, lupus
eritematoso, eritema polimorfo, pénfigo vulgar, penfigéide bolhoso, penfigbide
cicatricial, nevo espongiforme branco e placas mucosas da sifilis secundaria.

A forma reticular do liquen plano oral e a doenca enxerto-versus-
hospedeiro crénica da mucosa oral apresentam caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas similares, tendo sido sugerido por FUJII (1988) e MATTSON
(1992) que essas doencas também apresentem mecanismos imunopatoldgicos

semelhantes.

2.1.6 ETIOPATOGENIA

Apesar da etiopatogenia do liquen plano oral permanecer desconhecida,
a tendéncia atual € considera-lo como um processo inflamatorio autoimune

mediado por células, desencadeado a partir de alteracdes antigénicas na
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superficie de células da camada basal da epiderme. (JACQUES, 2003 — ANEXO
)

Acredita-se que células de Langerhans e macréfagos atuem como células
apresentadoras de antigenos para linfécitos T CD4", resultando em sua ativagao,
com conseqiiente proliferacdo desses linfécitos e também de linfécitos T CD8",
em processo similar a dermatite de contato alérgica. (REGEZI, 1978)

No infiltrado inflamatério do liguen plano oral, encontra-se uma
predominancia de linfocitos T CD8", em relagdo aos CD4". (JACQUES, 2003 —
ANEXO 11) Diversos estudos sugerem que essas células sejam as principais
responsaveis pelo dano a membrana das células basais, atuando através de
mecanismo de citotoxicidade. (SLOBERG, 1984; KILPI, 1987; JUNGELL, 1989;
SUGERMAN, SATTERWHITE & BIGBY, 2000)

Os estudos de SUGERMAN (1992 e 1994) sugerem que O
comportamento clinico do liquen plano oral seja determinado pelo balanceamento
entre a inducao e a supressao desses clones de linfocitos T ativados.

Segundo GONZALES-MOLES (1997), as células CD8" apresentam
tendéncia a se concentrar em locais onde ha expressao seletiva de HLA-DR e
ICAM-1 na superficie dos ceratinocitos. De acordo com diversos autores, €
provavel que a expressao desses antigenos exerca papel facilitador no acumulo
desses linfocitos nas camadas basal e suprabasal da epiderme. (JONTELL, 1986;
HEDBERG, 1987; DEKKER, 1997)

Em estudo sobre receptores de superficie de linfécitos T nas lesdes de
liguen plano oral, ZHOU (1996) afirmou que essas células apresentam alta

especificidade antigénica e oligoclonalidade. Esse autor concluiu que o liquen
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plano oral é provavelmente uma doenca antigeno-especifica, ou pelo menos,
relacionada a uma quantidade bastante limitada de superantigenos.

SUGERMAN (1995) sugeriu um possivel papel antigénico das "heat shock
proteins” 60 e 70, a partir da constatacdo da expressdo dessas proteinas na
superficie dos ceratindcitos localizados nas areas afetadas.

Diversos autores defendem a hipotese de que o fator de necrose tumoral-
alfa (TNF- ) atue como indutor da apoptose dos ceratindcitos no liquen plano oral,
assim como também ocorre na doenca enxerto-versus-hospedeiro cronica da
mucosa oral. (PIGUET, 1987; HERVE, 1992; SUGERMAN, 1996; SUGERMAN,
SAVAGE & ZHOU, 2000)

Segundo ZHOU (1996), HATTORI (1999), e SUGERMAN, SAVAGE &
ZHOU (2000), é provavel que a metaloproteinase-9 (MMP-9) participe do
processo de agressao a camada basal que ocorre no liqguen plano oral.

Outras citocinas citadas na literatura como possivelmente envolvidas na
patogenia do liquen plano oral sédo: IL-2, IL-4, IL-10, IFN- and TGF- 1. (SIMARK-
MATTSSON, 1999; SUGERMAN, SAVAGE & ZHOU, 2000)

A participacdo de fatores imunogenéticos na etiopatogenia do liquen
plano baseia-se em estudos sobre a ocorréncia de casos familiares e da possivel
associacdo entre casos nao-familiares da doenca e certos antigenos HLA.
(CAROL, 1984; GIBSTINE, 1984; KOFOELD, 1985; LIN, 1986; PORTER, 1997)

Os casos de liquen plano oral em individuos da mesma familia diferem
dos demais casos de liquen plano pelo surgimento em individuos jovens,
freqlente presenca de mdltiplas lesGes e evolucéo limitada a cerca de dois anos

de duracédo. (MAHOOD, 1983)
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Alguns autores, como COPEMAN (1978), consideram o liquen plano
familiar como uma entidade clinica isolada, com expressdo frequente de
antigenos HLA-B27.

WATANABE (1986) e LIN (1990) descreveram a associagcao entre casos
nao-familiares de liquen plano oral e HLA-DRw9/DRO9.

Nas formas clinicas erosivas foram descritas associacbes com HLA-DR2
e HLA-DR3. (JONTELL, 1987; ROITBERG-TAMBUR, 1994)

A associacao especifica entre liquen plano oral erosivo e antigenos HLA-
B27, HLA-B51 e HLA-Bw57, além de importante reducdo na expressdo de HLA-
DQ1 foi descrita por PORTER (1993). Esse autor atribui ao HLA-DQ1 uma
provavel acédo de resisténcia ao desenvolvimento da doenca.

Diversos fatores tém sido relacionados como promotores do aparecimento
de les@es de liquen plano oral, através da inducdo de modificacdes estruturais na
superficie dos ceratinocitos. Virus, drogas e materiais dentarios sdo os mais
comumente citados na literatura. (JACQUES, 2003 — ANEXO 11)

A participacdo do virus da hepatite C na etiopatogenia do liquen plano
oral € mencionada em diversos artigos, embora ainda haja muita controvérsia
acerca desse assunto. (REBORA, 1984; LODI, 1997; ARRIETA, 2000)

Estudando 27 pacientes com liquen plano oral, ROY (2000) nao
encontrou particulas do virus da hepatite C tanto em amostras de sangue, como
de tecido coletado por biopsia.

MIGNOGNA (2000) publicou artigo mostrando relevante associacao
estatistica entre a forma reticular do liquen plano oral e o virus da hepatite C, e

entre a forma clinica em placa e pacientes negativos para o virus da hepatite C.
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Em estudo publicado por JONTELL (1990), foi detectada a presenca do
papilomavirus humano em 65% dos 20 individuos portadores de liquen plano oral
erosivo observados, tendo sido encontrados os tipos 6, 11 e 16.

A lista de drogas potencialmente causadoras de erupcado liguendide da
mucosa oral € bastante extensa, e fartamente citada na literatura. (FIRTH, 1989;
GARCIA-POLA VALLEJO, 1998; SAMSON, 1998; SCULLY, 1998; BEZ, 1999;
PEMBERTON, 2000; VARELA, 2000)

A associacdo entre liquen plano oral e restauracbes dentarias por
amalgama € mencionada em diversos artigos. (BOLEWSKA, 1990; SCULLY,
1998; YIANNIAS, 2000)

Dentre os varios metais utilizados nestas restauracdes, os derivados do
mercurio sdo 0s mais provaveis causadores de reacdes liquendides. (LAINE,
1997)

LITTLE (2001) mostrou que concentracdes subcitotoxicas de bicloreto de
mercurio induzem a um aumento da expressao in vitro de ICAM-1 pelos
ceratindcitos da mucosa oral, com conseqiiente adesédo de células T a esses
ceratinécitos. Aumento da liberacdo de IL-8 e TNF- também foi demonstrado
nesse estudo.

Segundo HENRIKSSON (1995) e IBBOTSON (1996), a remoc¢ao das
restauracdes dentarias foi seguida pela regressdo das lesbes em alguns
pacientes.

Os testes alérgicos de contato se mostraram de pouco valor no
diagnéstico do liquen plano oral induzido por materiais dentarios, com 82,6% de

negatividade. (SKOGLUND, 1994)
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No entanto, SCALF (2001) encontrou reacfes positivas de contato
estatisticamente relevantes ao ouro, timerosal e cromo em portadores de liquen

plano oral.

2.1.7 LIQUEN PLANO ORAL E TRANSFORMACAO MALIGNA

A possibilidade do liquen plano oral apresentar evolucdo para carcinoma
espinocelular ainda suscita muita discussao na literatura mundial.

Dentre os autores contrarios a possibilidade de evolucdo maligna do
liquen plano oral, destacam-se os trabalhos publicados por ANDREASEN (1968),
KRUTCHKOFF & EISENBERG (1985) e VINCENT (1990).

ANDREASEN (1968) acompanhou 115 pacientes portadores de liquen
plano oral por um periodo de 10 anos e nao encontrou nenhum caso de
transformacao maligna.

KRUTCHKOFF & EISENBERG (1985) publicaram estudo de revisao
sobre o tema, sugerindo que lesbes semelhantes clinica e histopatologicamente
ao liquen plano oral, porém apresentando displasia, seriam uma entidade
particular. Para este quadro cunharam o termo "displasia liquendide".

VINCENT (1990) também né&o observou nenhum caso de transformacao
maligna nos 100 pacientes acompanhados por 9,1 anos, em média.

Em artigo de revisédo sobre o tema, PEREIRA (2004) - ANEXO Il - refere-
se a varios trabalhos confirmando a hipotese de evolucédo das lesdes de liquen
plano oral para carcinoma espinocelular.

KAPLAN & BARNES (1985), referem que o liquen plano oral evoluiu para

carcinoma espinocelular em 0,3 a 3% dos casos. Esses autores encontraram 54%
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das lesdes malignas localizadas na mucosa jugal, 30% na lingua, 16% no labio
inferior e 8% nas demais regides da boca.

Estudando 611 portadores de liquen plano oral na Dinamarca,
HOLMSTRUP (1988) encontrou 9 casos de evolucdo para carcinoma
espinocelular, o que correspondeu a 1,5% da amostra. A idade média dos
pacientes a época do diagnadstico foi de 70,4 anos.

Ap6s acompanhamento clinico por 9,9 anos, em média,
SIGURGEIRSSON & LINDELOF (1991) observaram 8 casos de evolucdo maligna
em 2071 pacientes com liquen plano oral, o que correspondeu a 1%. Nesse
estudo, os autores referem que a transformacdo maligna das les6es ocorreu apés
um periodo de 1 a 11 anos.

MARKOPOULOS (1997) relatou 4 casos de evolugcdo para carcinoma
espinocelular em uma amostra de 326 pacientes. Nao foi possivel observar
associacdo a nenhum fator predisponente familiar ou irritativo nesse estudo.

RAJENTHERAN (1999) encontrou 0,8% de transformacdo maligna em
832 pacientes portadores de liquen plano oral.

Em estudo com 723 portadores de liquen plano oral, EISEN (2002)
encontrou 6 casos de evolugdo para carcinoma espinocelular, o que
correspondeu a 0,8% dos individuos observados.

No entanto, persiste a duvida se este potencial de transformacédo maligna
esta relacionado ao liquen plano oral em si, ou a fatores de risco que
eventualmente estejam presentes, como: fumo, historia familiar, alcool, doencas
sistémicas, e os virus da hepatite C, herpesvirus, papilomavirus humano ou

Epstein-Barr. (MARKOPOULQS, 1997; VESCOVI, 2000)
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Qualguer uma das diferentes formas clinicas de liquen plano oral pode
desenvolver um carcinoma espinocelular. (BARNARD, 1993; LO MUZIO, 1998)

No entanto, as formas atrofica e erosiva sao reconhecidamente de maior
potencial de transformacao maligna. (MARDER, 1982)

Clinicamente, a suspeita de que uma lesdo de liquen plano oral esteja
evoluindo para um carcinoma se baseia na presenca de ulceracdo ou infiltracao.

(HIETANEN, 1999)

2.2 CITOQUERATINAS

2.2.1 DEFINICAO

A palavra “queratina” vem do grego keratos, que significa chifre, e é
usada para descrever o componente principal da camada cérnea da pele, dos
cabelos, das unhas, e também dos chifres, cascos, 14, escamas e penas.
(PRIESTLY,1993)

A presenca das queratinas na camada cérnea leva a formacado de uma
capa superadaptada, quimicamente nao reativa, dura, a prova d'agua em ambas
as direcOes, elastica e resistente a abrasado e trauma fisico. (PRIESTLY,1993)

O termo “citoqueratina” (CK) é utilizado pelos biologistas celulares e
patologistas para descrever as queratinas encontradas no citoplasma das células
epiteliais, com o intuito de distingui-las das queratinas especializadas, como as
que compdem as unhas e cabelos na raca humana. No citoplasma das células
eucaribticas, as citoqueratinas se constituem em importante componente do
citoesqueleto, sendo responsaveis pela funcdo de manutencdo estrutural da

célula e do tecido, protecdo contra traumas mecanicos, e também provavel papel
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na intercomunicacdo entre células adjacentes. (ISHIDA-YAMAMOTO, 2002,
OSHIMA, 2002)

O estudo das alteracfes primarias ou secundarias das citoqueratinas nas
doencas dermatoldgicas vem se mostrando de grande valor para um melhor
entendimento da etiopatogenia dessas doencas, e da sua aplicacdo no auxilio ao

diagnéstico dermatolégico.

2.2.2 CITOESQUELETO

Segundo LATKOWSKI (1998), todas as ceélulas eucaridticas, tanto
animais quanto vegetais, apresentam em seu citoplasma um complexo de
filamentos proteicos denominado citoesqueleto.

Essa estrutura é altamente dindmica e se reorganiza continuamente, de
acordo com as alteracdes a que a célula € submetida: mudanca de forma, divisdo
celular ou interacdes com seu meio. (ALBERTS, 1994)

O citoesqueleto é formado por trés tipos de filamento de proteina,
classificados segundo seu diametro: filamentos de actina (6nm), filamentos
intermediarios (7 a 11nm) e microtubulos (25nm). (LAZARIDES, 1980; OSBORN,
1983).

Segundo LAZARIDES (1980), esses trés componentes formam um
conjunto dinamico integrado em estrutura e funcéo, tanto entre si, quanto entre
outros componentes menos conhecidos do citoesqueleto.

A nocéao de citoesqueleto € do inicio do século XX, quando se observou a
existéncia de estrutura filamentosa no citoplasma de células fixadas e coradas.
Admitiu-se entdo que a sua Unica funcdo seria manter a morfologia celular,

justificando essa denominacao. (JUNQUEIRA, 2000)
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Atualmente, sabe-se que, além da manutencdo da forma, o citoesqueleto
é diretamente responsavel pelo movimento de “deslizamento” das células, pela
contracdo muscular e pela movimentacgao de cilios e flagelos. (ALBERTS, 1994)

COOPER (2000) refere que o citoesqueleto também €& responsavel pela
organizacao espacial intracelular, através da movimentagcao e posicionamento das
organelas no citoplasma. Além disso, a separacdo e o0 deslocamento dos
cromossomos durante a anafase das mitoses € uma outra funcédo dessa complexa
estrutura.

Além dessas funcdes de manutencdo estrutural, movimentacdo e
organizacdo espacial das organelas, esse conjunto de filamentos parece também
atuar como meio de intercomunicacdo entre os componentes do citoplasma.

(ALBERTS, 1994; CHU, 2002)

2.2.3 FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

Os filamentos intermediarios s&do polimeros de proteinas fibrosas
encontrados no citoplasma da maioria das células animais, e que participam da
manutencdo da estrutura celular, ndo sendo responsaveis pelas funcdes de
motilidade e contracdo, ao contrario dos demais componentes do citoesqueleto.
(COOPER, 2000; LODISH, 2000)

No tecido epitelial dos mamiferos, os filamentos intermediarios constituem
cerca de 30% da proteina encontrada nas células da camada basal, e cerca de
85% nas células da camada cornea. (FUCHS, 1983)

Também segundo FUCHS (1998) esses filamentos correspondem a cerca

de 1% de toda a proteina corporal.
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Essas proteinas apresentam alta resisténcia e durabilidade, decorrentes
de sua estabilidade quimica, e insolubilidade em detergentes n&o-ibnicos e em
solugcbes contendo alta ou baixa concentracdo salina. (MOLL, 1982; COOPER,
2000)

Os filamentos intermediarios formam uma estrutura reticular perinuclear,
chamada lamina nuclear, que parece ter funcédo de posicionar e fixar o nucleo. A
partir dai, os filamentos se estendem em direcdo a periferia da célula, passando
através dos desmossomas e hemidesmossomas, e se ancorando em ambos 0s
lados dessas estruturas. Esse prolongamento para o meio intercelular permite aos
filamentos intermediarios de uma célula se ligarem aos filamentos intermediarios
das células adjacentes ou a membrana basal, conferindo estabilidade mecéanica
ao tecido epitelial. (ALBERTS, 1994; COOPER, 2000)

Os filamentos intermediarios sdo classificados em seis tipos (I a VI),
segundo sua seqUéncia de aminoacidos e tecido de origem. (SMACK, 1994)
(Quadro 2)

As citoqueratinas correspondem aos tipos | e I, e sdo encontradas nos
epitélios. O tipo Ill € composto por diferentes proteinas: vimentina, sintetizada
pelas células mesenquimais e embrionarias; desmina, no tecido muscular liso e
miocardio; periferina, expressa nos neurdnios periféricos; e proteina glial fibrilar
acida, encontrada nas células gliais e astrécitos. (McLEAN,1995)

Neurofilamentos e -internexina s&@o expressos pelos neurdnios e
constituem o tipo IV. As lamininas constituem o tipo V, e sdo expressas em todas
as células nucleadas, e o tipo VI é representado pela nestina, encontrada em
células-tronco do sistema nervoso central e do tecido muscular esquelético.

(LATKOWSKI, 1998)
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De acordo com SUN, EICHNER, NELSON, TSENG, WEISS, JARVINEN
& WOODCOCK-MITCHELL (1983), esses diferentes filamentos intermediarios

pertencem a mesma familia multigénica.

QUADRO 2: FILAMENTOS INTERMEDIARIOS: CLASSIFICACAO, PESO
MOLECULAR E ORIGEM

FILAMENTO CLASSIFICAC}AO PESO TECIDO Oou

< MOLECULAR CELULA DE
INTERMEDIARIO (kDa) ORIGEM
Citoqueratinas | 44-60 Epitélio

acidas
Citoqueratinas I 48-67 Epitélio
neutro-alcalinas
Células
Vimentina Il 55 mesenguimais
cultivadas e

embrionarias
Musculo liso e

Desmina 1" 54 o
miocardio
Periferina 1" 54 Negrpr_uos
periféricos
Proteina glial I 51 Células gliais e
fibrilar acida astrocitos
Neurofilamentos:
* NF-I \Y 68 Neurbénio
* NF-M vV 105 Neurbénio
* NF-H \Y 135 Neurbénio
* a-internexina vV 65 Neurbénio
Laminina \ 65-70 Células
nucleadas
Células-tronco
Nestina Vi 200 neuroepiteliais e

musculo-
esqueléticas

kDa — quiloDalton
modificado de Seinert PM, Roop DR. Ann Rev Biochem 1988; 57:593-625.

A sub-unidade bésica dos filamentos intermediarios € constituida por um

mondmero que apresenta estrutura homéloga denominada dominio central, e que
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se dispbe em configuracdo -helicoidal, formada por 310 aminodacidos; com
excecdo das lamininas, que possuem 352 aminoacidos. (LATKOWSKI, 1998)

O dominio central é subdividido em quatro partes denominadas 1A, 1B,
2A e 2B, unidas entre si por trés segmentos curtos nao-helicoidais (“linkers”),
identificados pelas siglas: L1, L1-2, e L2. Em cada uma de suas extremidades, o
dominio central se encontra ligado a dominios terminais: uma estrutura carboxi-
terminal por um lado, e uma estrutura amino-terminal por outro. (FUCHS, 1995)

(Figura 1).

FIGURA 1: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DOS
FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

ﬁ > dimero “coiled coil”
/7 ' AN
7 || NN
77/ || AR
/7 / | AN
/7 I NN
7/ |1 NN
7 / || AN
amino-terminal 7/ , NN carboxi-terminal
1 1A[F 1B oA H 28

L1 L1-2 L2

modificado de Haake (1998)

As quatro subunidades do dominio central apresentam pouca variacao
entre si, em relagdo ao comprimento e sequéncia de aminoécidos, ao contrario
dos "linkers" e dominios terminais.

A variabilidade observada nesses dominios terminais € que determina a

especificidade antigénica dos filamentos intermediarios. A interacdo com outros
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componentes da célula é mediada por essas porcbes laterais da molécula.
(LATKOWSKI, 1998)

O dominio central é constituido por um padrdo sequencial repetitivo de
sete aminoacidos, que se mantém idéntico entre filamentos intermediarios do
mesmo subtipo em taxa equivalente a 50-90%; enquanto que, entre diferentes
subtipos, sequéncias idénticas de aminoacidos ocorrem em aproximadamente
30%. (McLEAN, 1995; CHU, 2002)

Duas dessas estruturas monomeéricas  -helicoidais se dispdem
paralelamente, formando “coil-coiled” dimeros, que por sua vez se posicionarao
lado-a-lado, formando tetrameros ou protofibrilas. (ALBERTS, 1994,
FUCHS,1998)

A estrutura final dos filamentos intermediarios é definida por uma
polimerizacdo de tetrameros em disposicdo helicoidal, formando um filamento

com diametro médio de 10nm. (ALBERTS, 1994) (Figura 2)

FIGURA 2: MODELO DE POLIMERIZACAO HELICOIDAL DOS
COMPONENTES DA ESTRUTURA DOS FILAMENTOS
INTERMEDIARIOS

\
protofibrila ” ” ll FILAMEN'[O
|I |I || > INTERMEDIARIO
|| <o— || <o— [| oo— | (10 nm)

protofilamento

modificado de Haake (1998)
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2.2.4 CLASSIFICACAO

As queratinas se traduzem na mais diversificada das classes de proteinas
dos filamentos intermediarios, tendo sido descritas pelo menos 30 queratinas
humanas individuais, sendo 20 epiteliais ou citoqueratinas, e 10 tricoqueratinas,
formadoras dos pélos e das unhas. Seu peso molecular varia de 40 a 70 kDa.
(MOLL, 1982)

De acordo com SMACK (1994), a classificacdo mais utilizada nos dias
atuais separa as citogueratinas segundo seu peso molecular, pontos isoelétricos e
pH.

As citoqueratinas tipo | ou acidas sdo numeradas de CK 9 a CK 20 e
possuem peso molecular variando de 40 a 56,6 kDa; enquanto as citoqueratinas
numeradas de CK 1 a CK 8 correspondem ao tipo Il ou neutro-alcalinas, e seu

peso molecular varia de 52,5 a 68 kDa. (MOLL, 1982) (Quadro 3)

QUADRO 3: CLASSIFICACAO DAS CITOQUERATINAS DE ACORDO COM
SEU PESO MOLECULAR E pH

" TIPO Il - CKs NEUTRO-
TIPO | — CKs ACIDAS ALCALINAS

N° PM (kDa) pH N° PM (kDa) pH
9 64 54 1 68 7,8
10 56,6 53 2 65,5 7,8
11 56 53 3 63 7,5
12 55 4,9 4 59 7,3
13 54 51 5 58 7,4
14 50 53 6 56 7,8
15 50 4,9 7 54 6,0
16 48 51 8 52,5 6,1
17 46 51

18 45 5,7

19 40 5,2

20 46 6,1

CKs — citoqueratinas; PM — peso molecular; kDa — quiloDalton - baseado em Moll (1982)
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Nos tecidos, as citoqueratinas sdo co-expressas em pares especificos,
sempre compostos por uma unidade do tipo | e uma do tipo Il. Como regra geral,
esses pares sdo formados por citoqueratinas com pesos moleculares
equivalentes dentro de cada tipo; ou seja, uma citoqueratina tipo | de alto peso
molecular sempre sera expressa junto a uma citoqueratina tipo Il de alto peso
molecular. O mesmo ocorre para as demais citoqueratinas, criando assim uma
alta especificidade na formacédo desses pares, como demonstrado no Quadro 4.
(COOPER, 1985; CHU, 2002)

A determinacdo do tipo de filamento intermediario presente em uma
determinada célula ou tecido pode fornecer informacfes acerca da origem dessa
célula ou tecido. (OSBORN, 1983)

A expressao das citoqueratinas apresenta grande heterogeneidade entre
0S animais, com sua composicdo polipeptidica variando entre as diferentes
espécies, dentro de uma mesma espécie, e no epitélio de diferentes regides de
um mesmo individuo. (BADEN, 1980)

Segundo SUN, EICHNER, NELSON, VIDRICH & WOODCOCK-
MITCHELL (1983) e EICHNER (1984), ocorrem também variagcdes na composi¢ao
destes filamentos, de acordo com alteracbes ambientais, estagio de diferenciacao
celular, periodo de desenvolvimento embrionario e presenca ou nédo de estado
patoldgico.

As citoqueratinas sdo codificadas por diferentes genes, sendo que a
maioria das citoqueratinas acidas € regulada pelos genes localizados no
cromossoma 17q12-21, enquanto os genes das citoqueratinas neutro-basicas se

localizam no cromossoma 12q11-13. (HAAKE, 1998)
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MOLL (1982) publicou um catalogo das citoqueratinas humanas, onde
relacionou a distribuicdo destas proteinas pelos mais variados tecidos.

O Quadro 4 apresenta um resumo da co-expressao das citoqueratinas
nos diversos epitélios, mostrando que existe alta especificidade entre um dado

tecido e o(s) par(es) co-expresso(s). (CHU, 2002)

QUADRO 4: PRINCIPIOS GERAIS DA CO-EXPRESSAO DOS PARES DE
CITOQUERATINAS

DISTRIBUICAO

EPITELIO CKTIPO II CKTIPOI TECIDUAL

\E PM (kDa) \E PM (kDa)
Maioria das células
8 52,5 18 45 secretorias e
parenguimatosas

Epitélio ductal e
gastrointestinal’
Epitélio gastrointestinal,
células de Merkel e
papilas gustatorias da
lingua

Simples L 0

20 46

Células basais dos
epitélios escamoso e
glandular, mioepitélio e
mesotélio

14 50
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As citoqueratinas maiores — CKs 1, 2, 9, 10 e 11 - sdo expressas na
diferenciacéo celular da epiderme interfolicular. (MOLL, 1982)

As CKs 2 e 9, no entanto, sdo geralmente componentes menores, exceto
na epiderme palmo-plantar, onde sdo os principais componentes do sistema de
filamentos. (CHU, 2002)

As CKs 1 e 10 também podem ser expressas ha porc¢ao superior do ducto
pilossebaceo, e no epitélio ceratinizado do canal anal. (MOLL, 1982)

O epitélio estratificado da cornea expressa as CKs 3 e 12, e estas duas
citoqueratinas parecem ser especificas para esse tipo de diferenciacdo. Os
epitélios escamosos estratificados ndo-ceratinizados de varios 6rgaos internos -
esobfago, epiglote, mucosa jugal e glandulas apdcrinas - expressam as CKs 4 e 13
nas células diferenciadas. (MOLL, 1982; BOISNIC, 1990)

A maioria dos epitélios estratificados, como esofago, cérnea, epiderme e
foliculo piloso, expressa as CKs 5 e 14 nas células da camada basal e nas células
precocemente diferenciadas. (CHU, 2002)

A camada externa de células do foliculo piloso e os dutos sebaceos
também expressam as CKs 5 e 14, além das CKs 6 e 16. Essas ultimas também
sdo expressas na epiderme palmo-plantar, ndo sendo encontradas em
circunstancias normais na epiderme interfolicular, onde sua presenca é uma
indicacdo de hiperproliferacdo. As CKs 6 e 16, portanto, sdo expressas em
resposta a qualquer ferida ou leséo da epiderme. (FREEDBERG, 2001)

A CK 15 foi descrita como um componente menor da epiderme e foliculo
piloso, mas parece ser abundante no epitélio da glandula sudoripara écrina,

epiglote e traquéia. (MOLL, 1982)
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A CK 17 é expressa em células mioepiteliais e nas células basais dos
epitélios transicional e pseudo-estratificado dos tratos respiratorio e urinario. Na
epiderme, somente é encontrada em estados hiperproliferativos patologicos, onde
parece ter funcdo de promover ou permitir a contratilidade do ceratindcito.
(FREEDBERG, 2001)

A CK 19 é a unica a ser encontrada tanto nos epitélios simples, como nos
estratificados. (STASIAK, 1989)

Alguns epitélios estratificados expressam as CKs 7 e 19; e essas
citoqueratinas também foram encontradas nas glandulas écrinas e apocrinas,
dutos de glandulas mamarias e epitélio traqueal. A CK 19 foi também identificada
como uma citoqueratina menor na camada basal da epiderme e no foliculo piloso,
onde se localiza especificamente na porcédo germinativa. (FRANKE, 1981)

Segundo LINDBERG & RHEINWALD (1989), a CK 19 é expressa pelas
células basais da mucosa oral ndo-ceratinizada.

STASIAK (1989) refere que a expressdao da CK 19 esta também
associada a células onde o processo de diferenciacdo se apresenta heterogéneo,
como nos epitélios transicionais, onde dois tipos de fenétipo de células epiteliais
coexistem muito proximamente. Sua expressdo € comum nhas ceélulas basais do
epitélio da mucosa oral, nas regides limitrofes entre as mucosas ceratinizada e
nao-ceratinizada.

Outros epitélios transicionais, como da bexiga e da vesicula expressam
as CKs 7 e 19, além das citoqueratinas caracteristicas dos epitélios simples (CKs
8 e 18). O epitélio mucoso simples do intestino delgado e do colon, e também o
epitélio simples de outros 6rgaos internos, como o figado e o rim, apresentam

uma expressao mais simplificada de citoqueratinas, consistindo apenas das CKs
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8 e 18, embora alguma expressdo da CK 19 possa ser observada. (FRANKE,
1981)

A CK 20 pode ser encontrada no epitélio gastrointestinal, nas células de
Merkel, e nas papilas gustatérias da lingua, co-expressa com a CK 7. (CHU,

2002).

2.25 APLICACAO DIAGNOSTICA DE ANTICORPO MONOCLONAL PARA

AS CITOQUERATINAS

A pratica histopatologica é baseada em técnicas de coloracdo que
revelam os principais componentes comuns dos tecidos ou células; ou em
reacoes de coloracdes mais especificas para uma determinada célula, tecido,
microorganismo ou substancia de depdsito. Entretanto, o arsenal de coloragcfes
especificas utilizaveis € restrito, e por isso, a identificacdo correta da natureza
especifica de uma dada lesdo é muitas vezes dependente da experiéncia pessoal
do patologista. (MAKIN, 1984)

Tentando melhorar a acuracia do diagnostico histopatolégico, muito
esforco tem sido feito para desenvolver novas e mais especificas técnicas que
possam ser usadas para revelar achados constitucionais especificos. Esses
reagentes incluem anticorpos que permitem identificar tipos celulares especificos
nos cortes tissulares, como células endoteliais, histiociticas, monociticas,
diferentes tipos de células linfaticas, células epiteliais, neuronais e musculares.
Entretanto, muitos desses marcadores falham pelo fato de que tumores
indiferenciados podem perder a expressdo de um marcador altamente especifico,

nao permitindo a determinacao de sua origem. (VIRTANEN, 1985)
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Segundo LANE (1982), a especificidade e a estabilidade dos filamentos
intermediarios nos tecidos foi a base para a utilizacdo de anticorpos contra esses
filamentos nos tecidos, com a finalidade de melhor caracterizacédo de tumores.

Os primeiros estudos imunohistoquimicos com citoqueratinas utilizavam
anticorpos policlonais, os quais reagiam com varias citoqueratinas ao mesmo
tempo. (PERKINS, 1992)

Atualmente estdo disponiveis comercialmente anticorpos monoclonais
para todas as 20 citoqueratinas conhecidas. (CHU, 2002)

Sua utilidade reside especialmente na determinacéo da origem celular de
carcinomas indiferenciados e no estudo da histogénese de lesdes tumorais
benignas e malignas. (COOPER, 2000)

Em recente artigo, CHU (2002) faz extensa revisdo do padrédo das
citoqueratinas nos mais variados tipos de neoplasias, mostrando que o perfil de
expressao se mantém quase sempre constante, o que torna a utilizacdo de
anticorpos anti-citoqueratinas um meétodo bastante (til na caracterizacdo da
origem de tumores pouco diferenciados.

A caracterizacdo dos tumores cutaneos benignos e malignos também
pode ser facilitada pela aplicacdo desses anticorpos, assim como também os
tumores originados na mucosa oral. (LONING, 1982; PERKINS, 1992)

Tumores benignos da pele apresentam padrdo de co-expressao similar ao
epitélio normal, enquanto os tumores malignos apresentam perda total da
expressao das citoqueratinas de alto peso molecular. (WINTER, 1983)

As células metastaticas de tumores solidos apresentam padrao de
expressao de citoqueratinas idéntico ao das células do tumor primario. (OSBORN,

1983)
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A expressdo das citoqueratinas em diversas dermatoses de origem
inflamatoria também tém sido estudadas. Na presenca de estado
hiperproliferativo, podem ser observadas alteracbes no padrdo normal de
expressao, principalmente com o aparecimento das CKs 6 e 16, e retardo na

expressdo das CKs 1 e 10. (MAGNALDO, 1993; NOGUEIRA-CASTANON, 1997)

2.2.6 EXPRESSAO DAS CITOQUERATINAS NA MUCOSA ORAL NORMAL

A expressao das citoqueratinas pelo epitélio da mucosa oral se mostra
bastante diferenciada quando se compara as regides ceratinizadas (labios,
gengiva, dorso da lingua e palato duro), com as regifes nao-ceratinizadas

(mucosas labial e jugal, face ventral da lingua e palato mole). (Quadro 5)

QUADRO 5: DISTRIBUICAO DAS CITOQUERATINAS PELO EPITELIO DA
MUCOSA ORAL NORMAL

Camada basal porcao suprabasal
CKs5e 14
mucosa nao-ceratinizada CK 19 CKs4e 13
(focal e
discreta)
mucosa ceratinizada CKs5e 14 CKs1,2,10e 11

CKs — citoqueratinas

Segundo MAEDA (1994) e BOISNIC (1995), as células basais expressam
as CKs 5 e 14 em todo o epitélio da cavidade oral. No entanto, a CK 19 também
pode ser detectada nas células basais das regides nao-ceratinizadas, o que nao

ocorre nas regides ceratinizadas. (LINDBERG & RHEINWALD, 1989)
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Em relacédo as células da porcdo suprabasal do epitélio, as regiées néo-
ceratinizadas apresentam expressédo das CKs 4 e 13, enquanto as células das
regides ceratinizadas expressam as CKs 1, 2, 10 e 11. (MAEDA, 1994; BOISNIC,

1995; BLOOR, 2000)

2.2.7 EXPRESSAO DAS CITOQUERATINAS NO LIQUEN PLANO ORAL

Existem poucos estudos publicados acerca da expressdo das
citoqueratinas no liquen plano oral, com resultados variaveis nas diferentes
populacdes estudadas.

MAEDA (1994) estudou 17 bidpsias obtidas de portadores da doenca na
mucosa néo-ceratinizada. Foram utilizados os marcadores policlonais AE1, para
as CKs 10, 13, 14, 15, 16 e 19; e AEZ2, para as CKs 1, 2 e 10. Além desses, foram
também utilizados anticorpos monoclonais para as CKs 5, 8, 13 e 19. Ocorreu
marcacdo suprabasal homogénea para AE1 em todas as amostras, e em 10
espécimes para AE2 e CK 13. A CK 5 apresentou marcacao positiva nas células
basais de 11 amostras, e a CK 8 foi expressa de forma negativa em todos os
casos. A marcacdo para CK 19 foi positiva de maneira focal nas células basais
em somente 4 espécimes. Como controle foram utilizadas amostras de mucosa
aparentemente normal obtidas de 13 dos 17 individuos estudados, tendo os
resultados se mostrado de acordo com o Quadro 5. Esse autor refere que o
padrdo de marcacdo das citoqueratinas no liquen plano oral foi diferente do
exposto na literatura em relacdo a expressao dessas proteinas nas leucoplasias,
nas ceratoses friccionais e nas gengivas inflamadas; ressaltando nédo ter sido
possivel observar padrdo consistente para utilizagdo das citoqueratinas como

método diagndstico.
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Em estudo comparativo da expressédo das citoqueratinas nas lesdes de
liguen plano da mucosa ceratinizada e ndo-ceratinizada, BOISNIC (1995) utilizou
anticorpos monoclonais para as CKs 4, 5, 10, 11, 13, 14, 17 e 19. Foram
observados cinco pacientes com lesées na mucosa jugal e cinco com lesdes
gengivais. Como controle, utilizou-se 10 amostras de mucosa normal ceratinizada
e nao-ceratinizada, sendo cinco de cada tipo. As lesbes da mucosa ceratinizada
apresentaram reducdo ou negatividade na expressao das CKs 1, 2, 10, 11, 13 e
14, enquanto as lesdes localizadas na mucosa nao-ceratinizada apresentaram
marcacao positiva para as CKs 1, 2, 10 e 11; reducédo na marcacao para as CKs
4,5, 13 e 14; e aumento moderado da expressao das CKs 6, 16, 17 e 19. Esse
autor ressaltou que a bateria de citoqueratinas estudada poderia ser Gtil na
distincdo entre ceratoses inflamatérias da mucosa e lesfes quiescentes do liquen
plano oral, e também no acompanhamento evolutivo dessa doenc¢a, quando sob
tratamento.

Em estudo da expressdo dos filamentos intermediarios nas lesbes
benignas da mucosa oral, VAN DER VELDEN (1999) observou 3 casos de liquen
plano da mucosa nao-ceratinizada, tendo utilizado 14 diferentes anticorpos
marcadores de citoqueratinas. Foi observado aumento na marcacao suprabasal
para as CKs 10 e 16, além de reducéo na expressao da CK 14 nas células basais.

BLOOR (2000) encontrou expressdo homogénea das CKs 4 e 13 na
porcao suprabasal do epitélio de lesdes de liquen plano oral que apresentavam
paraceratose, enquanto que nas lesdes apresentando hiperceratose, a expressao
suprabasal dessas duas citoqueratinas se mostrou heterogeneamente distribuida.

Inversamente, as CKs 1 e 10 apresentaram marcacao mais acentuada quando o
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epitélio apresentava hiperceratose. Foram observados 15 casos de liquen plano

oral de mucosa nao-ceratinizada nesse estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudar o perfil de expressdo das citoqueratinas 10, 13, 14 e 19 nas

lesBes orais do liquen plano, comparando os resultados com a literatura.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar possiveis associacdes entre a expressado dessas citoqueratinas e
aspectos clinico-epidemioldgicos, entre eles sexo, idade, forma clinica e
localizac&o das lesdes.

Investigar possiveis correlacdes entre a expressao dessas citoqueratinas

e alteracdes displasicas.
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4. METODOLOGIA

Foram selecionadas para este estudo vinte e seis amostras de lesdes de
liguen plano oral, coletadas de diferentes individuos. Dessas amostras, vinte e
trés eram pertencentes aos arquivos do Servico de Anatomia Patoldgica do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (Universidade Federal do Rio de
Janeiro), e trés amostras foram coletadas em clinica particular.

Este material foi selecionado a partir do exame dos cortes corados pela
hematoxilina-eosina, para confirmacao do diagnaostico.

Considerou-se o diagnostico de liquen plano oral a partir do achado das
cinco alteracbes histopatologicas seguintes: disceratose (hiperceratose e/ou
paraceratose), vacuolizacdo da camada basal, infiltrado inflamatorio em faixa na
derme superficial, necrose de ceratinocitos e incontinéncia pigmentar. Cabe
ressaltar que foi dada particular énfase a associacédo de pelo menos dois dos trés
primeiros aspectos acima descritos.

Também foi anotada a presenca ou ndo de ceratindcitos com alteracées
displésicas nestes cortes.

Considerou-se como alteracdes displasicas, os parametros listados pelo
Centro Colaborador com a Organizacdo Mundial de Saude para Lesdes Pré-
Cancerosas Orais, que relaciona as seguintes caracteristicas histoldgicas:
hipercromasia nuclear, perda da polarizagdo da camada basal, estratificacao
epitelial irregular, aumento da proporgéo nucleo-citoplasma, aumento do nucléolo,

ceratinizacdo de uma célula isolada ou de um grupo de células, reducédo da
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coesao celular, presenca de mais de uma camada celular com aparéncia
basalidide, cones interpapilares em forma de “gota”, numero de figuras de mitose
acima do normal, presenca de figuras de mitose na metade superior do epitélio e
pleomorfismo celular. (KRAMER, 1978)

Em relacéo ao grau de displasia, considerou-se o achado de uma ou duas
das caracteristicas supracitadas como grau "leve", presenca de trés ou quatro
caracteristicas como grau "moderado”, e o achado de mais de quatro
caracteristicas como displasia "grave", segundo publicado por BANOCZY &
CSIBA (1976).

Utilizou-se como critério de excluséo o historico de transplante de medula
0ssea, devido a dificuldade no diagndstico diferencial entre o liqguen plano oral e a
doenca enxerto-versus-hospedeiro crénica da mucosa oral.

Foram coletados dados referentes ao sexo, idade, forma clinica e
localizacdo das lesdes, através de anamnese (ANEXO [) ou de pesquisa no
prontuario, nos casos em que nao foi possivel entrevistar e examinar 0s
pacientes.

Estudou-se a expressao das CKs 10, 13, 14 e 19 através da técnica da
estreptavidina-biotina. O Quadro 6 apresenta 0s anticorpos primarios utilizados,
assim como seus respectivos fabricantes e diluicdes. O tempo de incubacao para
todos os anticorpos foi de 12 horas.

As amostras de tecido da cavidade oral foram obtidas através de biopsia
com "punch”, sendo fixadas em formol tamponado a 10% e emblocadas em
parafina. Este material foi entdo submetido a cortes de 5 m e desparafinizados
em xilol a 60°c por 30 minutos, e depois em xilol & temperatura ambiente por mais

20 minutos, sendo posteriormente hidratados em cadeia decrescente de etanol.
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QUADRO 6 — ANTICORPOS PRIMARIOS UTILIZADOS

CKs CODIGO FABRICANTE DILUICAO
10 M7002 DAKO 1/50
13 M7003 DAKO 1/25
14 NCL-LL002 NOVOCASTRA 1/20
19 NCL-CK19 NOVOCASTRA 1/100

CKs - citoqueratinas

Numa etapa seguinte, estes cortes foram submetidos a lavagem em agua
corrente, e depois imersos em solucdo de agua oxigenada a 3% em agua
destilada por 10 minutos, para inibicdo da peroxidase enddgena.

Para a recuperacao antigénica, o material foi entdo colocado imerso em
"target” por 40 min, em panela a vapor.

Posteriormente, os cortes foram lavados com solugcdo tampéo de TRIS
(tris-hidroxi-metil-amino-metano) em pH 7,6. Desta etapa em diante, cada passo
da reacéo foi precedido por lavagens nesta solugdo tampéao.

Cada um dos anticorpos primarios para as quatro citoqueratinas
estudadas foi preparado em solucdo contendo albumina bovina a 1% e TRIS para
diminuicdo da coloracdo inespecifica de fundo.

As diluicbes recomendadas por cada fabricante foram confirmadas
através da observacdo de marcacdo positiva em cortes de tecido-controle
adeqgliados para cada antigeno. Para as CKs 10 e 14 foram utilizados cortes de
pele normal, para a CK 13 utilizou-se mucosa oral ndo-ceratinizada normal, e para

a CK 19, tecido glandular normal.
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Apoés trés sessdes de lavagem em solucdo de TRIS, os cortes foram
incubados por 30 minutos junto aos anticorpos secundarios. Foi utilizado o Kit de
Deteccédo Universal Novostain (NOVOCASTRA NCL-RTU-D).

A reacao foi entdo revelada com diaminobenzidina (DAB) 32mg diluida
em 10ml de TRIS e 0,6ml de agua oxigenada a 6% por periodo de 3 minutos.

Seguiu-se a lavagem dos cortes em agua corrente, depois em agua
destilada por duas vezes, e entdo foi feita contra-coloracdo com Hematoxilina de
Mayer por 5 minutos.

ApoOs novas lavagens, procedeu-se a desidratacdo, diafanizacdo e
montagem do material.

As laminas foram entdo examinadas através de microscopia oOptica para
observacado da presenca de marcacao positiva ou negativa nos cortes.

A positividade da reacao foi considerada a partir da evidente marcagao do
material, sendo também observados parametros referentes a sua localizacao
dentro do epitélio (basal e/ou suprabasal), distribuicdo da marcacdo (difusa ou
focal), e presenca ou ndo de retardo.

Definiu-se como difusa, a marcacao presente por toda a extensao epitelial
e, como focal, a marcacao observada em alguns segmentos do epitélio.

Foi considerado como retardo na marcacao, quando esta foi evidenciada
a partir da porcado suprabasal, com células basais e parabasais negativamente
coradas.

Foram elaboradas figuras e tabelas com os dados obtidos.
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Na tentativa de consecucdo dos objetivos propostos para esse estudo,

seria pertinente a analise estatistica dos resultados obtidos. No entanto, diante da

pouca variabilidade na sua frequéncia, ndo foi possivel aplicar um tratamento

estatistico aos dados referentes as quatro citoqueratinas, quando comparados

aos dados clinico-epidemiolégicos e alteracdes displasicas.

sexo, idade, forma clinica e localizacao das lesdes.

A Tabela 1 relaciona os dados clinicos e epidemiologicos referentes a

TABELA 1: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS EM RELACAO AOS DADOS

CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

AMONS?TRA INICIAIS SEXO IDADE LOCAL cFSﬁ:\éAA AMONSOTRA INICIAIS SEXO IDADE LOCAL ESE:\QAA
1 MSD F 8  MJ EROS 14 MATC F 34 MJ PLA
2 PV F 60  MJ RET 15 CBS F 54 DL PLA
3 RPB  F 33 MJ EROS 16 L] F 62 M PLA
4 SMP F 35 LAB RET 17 DPAE  F 65  MJ PLA
5 NSM | F 64 MJ PLA 18 M(F F 25  MJ RET
6 RCA F 42 M RET 19 MFA F 57 G ATROF
7 MCMX F 71 MJ PLA 20 MFB F 76 MJ PLA
8 EMTM F 51  MJ PLA 21 CRV F 59 G EROS
9 GIC M 69 LAB RET 22 MCPS F 72  MJ PLA
10 ESX F 45  MJ RET 23 AAE F 51 WJ RET
11 NPA  F 62 MJ EROS 24 EAG F 70 MJ RET
12 ASS M 57  MJ EROS 25 MSCA F 50  MJ PLA
13 IMC F 67 LAB RET 26 ICA  F 59  MJ PAP

M — masculino; F — feminino;
RET - reticular; PLA — em placa; EROS - erosiva; ATROF — atréfica; PAP — papulosa;
MJ — mucosa jugal; LAB — labio; G — gengiva; DL — dorso da lingua
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5.1 ASPECTOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Das 26 amostras examinadas, 24 (92,3%) pertenciam a individuos do
sexo feminino, enquanto o sexo masculino foi representado por 2 amostras

(7,7%). (Figura 3)

FIGURA 3: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS EM RELACAO AO SEXO

O masculino
B feminino

Em relacdo a idade, dividimos os individuos pelas seguintes faixas
etérias: abaixo de 50 anos, 50 a 59 anos, 60 a 69 anos e 70 ou mais anos. Como
mostrado na Figura 4, foram encontrados 6 individuos com idade abaixo de 50
anos, 8 situados na faixa entre 50 e 59 anos, 7 entre 60 e 69 anos e 5 individuos

com 70 ou mais anos.



42

FIGURA 4: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS SEGUNDO A FAIXA ETARIA

5 O<50a

W 50-59a

0 60-69a

070 ou mais anos

A Figura 5 mostra que a maioria das lesGes biopsiadas estava localizada
na mucosa jugal (20), o que correspondeu a 77% da amostra. Dentre as 6
restantes, 2 estavam localizadas na gengiva (7,7%), 3 nos labios (11,5%) e 1 no

dorso da lingua (3,8%).

FIGURA 5: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS POR LOCALIZACAO DA LESAO

20

@ mucosa jugal
W gengiva

O labios

Odorso da lingua

w
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Em relacdo a forma clinica, 9 das lesbes biopsiadas (34,7%)
corresponderam a forma reticular, 10 (38,5%) a forma em placa, e 5 (19,2%) a
forma erosiva. Lesdes das formas papulosa e atrofica foram biopsiadas em um
paciente cada, o que correspondeu a um percentual de 3,8% para cada uma.

(Figura 6)

FIGURA 6: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS POR FORMA CLINICA

O reticular
l placa

O erosiva
O atrofica
H papulosa

5.2 ALTERACOES DISPLASICAS

Conforme mostrado na Tabela 2, 11 das 26 amostras estudadas
apresentaram alteracdes displasicas, o que correspondeu a 42,3%. Em todos os
casos, as alteracfes displasicas foram consideradas de grau leve e caréater focal,
com exce¢do das amostras de numeros 7, 16 e 20, que apresentaram essas

alteracdes de forma difusa pelo epitélio.
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TABELA 2: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS QUANTO A PRESENCA DE

DISPLASIA
AMOSTRA N° DISPLASIA AMOSTRA N° DISPLASIA

1 + (leve e focal) 14 + (leve e focal)

2 + (leve e focal) 15 + (leve e focal)

3 + (leve e focal) 16 + (leve e

difusa)

4 - 17 -

5 + (leve e focal) 18 -

6 - 19 -

7 + (leve e 20 + (leve e
difusa) difusa)

8 - 21 -

9 + (leve e focal) 22 + (leve e focal)

10 - 23 -

11 - 24 -

12 - 25 -

13 - 26 -

(+): marcacao positiva; (-): marcacdo negativa

5.3 CITOQUERATINAS

Por motivos de ordem técnica, ndo foi possivel realizar as reacfes
imunohistoquimicas para as quatro citoqueratinas em cada uma das vinte e seis
amostras.

Serdo apresentados a seguir, o0s resultados obtidos para cada

citoqueratina separadamente.

5.3.1 CITOQUERATINA 10

Foram realizadas reacdes para a CK 10 em 17 amostras, e os resultados

obtidos estao relacionados na Tabela 3.
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TABELA 3: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS QUANTO A MARCACAO PARA

ACK 10
N° AMOSTRA MARCACAO
BASAL SUPRABASAL

1 - + (focal)
2 - + (focal)
3 - + (focal)
4 - + (focal)
5 - + (focal)
6 - + (focal)
7 - -
8 - + (focal)
9 - + (focal)
10 - + (focal)
11 - + (focal)
12 - + (focal)
13 - i
14 - +
15 - + (focal)
16 - + (focal)
17 - + (focal)

(+): marcacéo positiva; (-): marcacdo negativa

Em todas as amostras, exceto uma (amostra numero 7), observamos
marcacgao positiva ao longo da espessura do estrato de Malpighi. Em 2 destas 16
amostras positivas, a marcacao foi considerada como difusa. Nas outras 14
amostras, a marcacao foi considerada focal. Nestas, obtivemos 9 casos em que a
marcacao se mostrou bastante discreta.

Em nenhuma das amostras foi notada marcacdo positiva ao longo da

camada basal.

5.3.2 CITOQUERATINA 13

Foram realizadas reagfes com anticorpo para a CK 13 em 23 amostras

de tecido. Os resultados obtidos se encontram na Tabela 4.
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TABELA 4: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS QUANTO A MARCACAO PARA

A CK 13
N° AMOSTRA MARCACAO N° AMOSTRA MARCACAO
BASAL | SUPRABASAL BASAL | SUPRABASAL
1 - + (c/ retardo) 14 - + (c/ retardo)
3 - + (c/ retardo) 15 - -
4 - - 17 - + (c/ retardo focal)
5 - + (c/ retardo) 18 - + (c/ retardo)
6 - + (c/ retardo) 19 - + (c/ retardo focal)
7 - - 20 - -
8 - + 21 - + (c/ retardo focal)
9 - + (c/ retardo) 22 - -
10 - + (c/ retardo) 23 - + (c/ retardo)
11 - + (c/ retardo) 24 - + (c/ retardo)
12 - + (c/ retardo) 25 - + (c/ retardo)
13 - +

(+): marcacao positiva; (-): marcacdo negativa

Todas as 23 amostras apresentaram marcacdo negativa na camada
basal.

Quanto a porcdo suprabasal da epitélio, 5 das 23 amostras (21,7%)
apresentaram marcacao negativa, e 18 (78,3%) apresentaram marcacao positiva.

Dentre estas ultimas, 16 apresentaram retardo na marcacao (88,8%).

5.3.3 CITOQUERATINA 14

Foram estudadas 23 amostras em relacdo a CK 14. Os resultados obtidos
estdo expostos na Tabela 5.

A marcacao para CK 14 foi positiva em 100% das amostras estudadas,
tanto a nivel da camada basal, como da porcéo suprabasal. Em duas amostras a
marcacado se restringiu a camada basal e porcdo parabasal do epitélio. Nas

demais, a marcacao abrangeu a totalidade das camadas basal e de Malpighi.
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Em 20 amostras a alteracdo no padrdo de marcacdo era difusa. Nas 3

TABELA 5: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS QUANTO A MARCACAO PARA

ACK 14
N° X N° X
AMOSTRA MARCACAO AMOSTRA MARCACAO
BASAL SUPRABASAL BASAL SUPRABASAL
1 A + 15 + A
2 + + 17 + +
3 + + 18 + + (focal)
4 + + 19 + +
5 + + 20 + +
6 + + 21 + +
7 + + 22 + +
8 + + (parabasal, focal) 23 + +
11 + + 24 + +
12 + + 25 + +
13 + + 26 + + (parabasal, focal)
14 + +

(+): marcacéo positiva; (-): marcacdo negativa

5.3.4 CITOQUERATINA 19

Foram estudadas 21 amostras em relacédo a CK 19. (Tabela 6)

todas apresentando carater focal e discreto.

Apenas 4 amostras (19%) apresentaram marcacdo na camada basal,

Todas as 21 amostras mostraram marcacdo negativa na porcao

suprabasal da epiderme.
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TABELA 6: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS QUANTO A MARCACAO PARA
ACK 19

N° AMOSTRA

-

-

(+): marcacéo positiva; (-): marcacao negativa
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6. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

FOTO 1: CK 10 - MARCACAO RESTRITA A POUCAS CELULAS SUPRABASAIS EM LESAO
DA MUCOSA NAO-CERATINIZADA. OBJ.: 10X
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FOTO 2: CK 10 - MARCACAO SUPRABASAL FOCAL NA MUCOSA NAO-CERATINIZADA.
OBJ: 40X

FOTO 3: CK 10 —- MARCAGCAO SUPRABASAL DIFUSA. OBJ.: 40X
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FOTO 4: CK 13 - MARCAGCAO DAS PORCOES MAIS ALTAS DO ESTRATO DE MALPIGHI,
COM RETARDO. OBJ: 10X

FOTO 5: CK 13 — RETARDO NA EXPRESSAO, COM MARCACAO NEGATIVA NAS CELULAS
BASAIS E PARABASAIS. OBJ.: 10X
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FOTO 6: CK 13 — RETARDO NA EXPRESSAO, COM ASPECTO SEMELHANTE AO DESCRITO
NA FOTO ANTERIOR, NOTANDO-SE ENTRETANTO, GRANDE INTENSIDADE DA REACAO
NAS PORCOES MAIS ALTAS DO ESTRATO DE MALPIGHI. OBJ: 10X
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FOTO 7: CK 14 — AREA COM MAIOR INFLAMAGCAO E HIPERPLASIA ESCAMOSA, COM
MARCACAO POR TODA A ESPESSURA EPITELIAL. OBJ:10X



FOTO 8: CK 14 — EXPRESSAO BASAL E PARABASAL EM AREA COM POUCA
INFLAMACAO. OBJ: 10X
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FOTO 9: CK 14 — MARCAGCAO POR TODA A EXTENSAO EPITELIAL. OBJ.: 40X
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FOTO 10: CK 19 — POSITIVIDADE BASAL FOCAL. OBJ: 10X

FOTO 11: CK 19 — POSITIVIDADE BASAL FOCAL. (DETALHE DA FOTO ANTERIOR).
0OBJ.:40X
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FOTO 12: AMOSTRA 12 - HEMATOXILINA-EOSINA. ALTERAGCOES DISPLASICAS NAS
CELUITAS BASAIS: NUCLEOS HIPERCROMATICOS, OU GRANDES E VESICULOSOS COM
NUCLEOLO EVIDENTE. OBJ.: 10X

FOTO 13: AMOSTRA 12 — CK 19. POSITIVIDADE DA REAGCAO EM ALGUMAS CELULAS
BASAIS E PARABASAIS COM DISPLASIA LEVE. OBJ: 10X
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FOTO 14: AMOSTRA 19 - HEMATOXILINA-EOSINA. SEMELHANTE A FOTO 12, COM
PREDOMINIO DE CELULAS COM NUCLEO HIPERCROMATICO. OBJ.: 10X

FOTO 15: AMOSTRA 19 - CK 19. MARCAGAO POSITIVA AO LONGO DA CAMADA BASAL.

OBJ: 10X
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7. DISCUSSAO

O estudo das citoqueratinas no liqguen plano oral visa proporcionar um
melhor entendimento dessa doenca, no intuito de prover subsidios que auxiliem
no seu correto diagnostico diante de outras condicdes patologicas que
apresentem semelhancas clinicas e/ou histopatoldgicas, algumas delas com
potencial de transformacao maligna, incluindo ai o préprio liquen plano oral.

Nessa parte do estudo, seréo feitos inicialmente comentarios acerca dos
dados clinico-epidemioldgicos coletados e também dos achados referentes a
presenca de alteracdes displasicas nas amostras. Sera feita a seguir uma analise
comparativa de cada uma das quatro citoqueratinas em questao, razdo principal

desse trabalho.

7.1 ASPECTOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

O predominio de casos de liquen plano oral no sexo feminino, observado
nesse estudo, se mostra de acordo com a literatura. Como ja citado no decorrer
da revisdo da literatura, diversos artigos referentes a epidemiologia do liquen
plano oral mostram uma propor¢cdo de 3:2 casos a favor do sexo feminino
(KOVESI & BANOCZY, 1973; SCULLY & EL-KOM, 1985; SILVERMAN & BAHL,
1997), enquanto que um estudo realizado na Suica (AXELL & RUNDQVIST,
1987) encontrou uma proporcao de 2:1 a favor do sexo feminino. No presente
estudo, a proporcdo de 12:1 encontrada (vinte e quatro individuos do sexo

feminino para dois individuos do sexo masculino), ndo apresenta valor estatistico
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devido ao tamanho reduzido da casuistica (vinte e seis individuos). No entanto,
cabe ressaltar que o estudo em questdo ndo se propdem a ser um estudo de
carater epidemiolégico.

A idade dos pacientes variou de 25 a 86 anos, com uma média de 56
anos. Vinte pacientes (76,9%) apresentaram idade igual ou superior a 50 anos.
Esse resultado estda de acordo com os estudos epidemiologicos, como o de
KOVESI & BANOCZY (1973), que mostram que o liquen plano oral € uma doenca
rara na infancia e em adultos jovens, havendo predilecdo por individuos na faixa
dos 40 aos 70 anos.

Em relacdo a localizacdo das lesdes, o presente estudo mostrou que a
maioria das biopsias (20) foram realizadas na mucosa jugal. No entanto, apesar
desse achado estar de acordo com a literatura (BOUQUOT & GORLIN, 1986;
JUNGELL, 1991; GARCIA-POLA VALLEJO, 1998), que menciona ser essa a
regido mais acometida da cavidade oral, ressalta-se que devido ao fato do liquen
plano oral poder ocorrer em mais de uma localizacdo em um mesmo paciente, e
de estar sendo considerada nesse estudo apenas a regido que foi submetida a
coleta do material, esse dado ndo pode ser considerado como de valor
epidemiolégico, podendo ser influenciado pela preferéncia pessoal do individuo
que realizou a biopsia, ou pela maior facilidade de acesso a uma ou outra
localizacdo. Mesmo assim, o predominio das lesbes de liquen plano oral na
mucosa jugal sobre as demais regides € consenso na literatura pesquisada e
também na préatica diaria no ambulatério de Dermatologia Oral do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (Universidade Federal do Rio de Janeiro),

onde esse estudo foi desenvolvido.
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Acredita-se que os dados referentes a forma clinica tenham sofrido a
mesma influéncia ja referida no paragrafo anterior, em relacdo a localizacdo das
lesdes. E do conhecimento geral que os portadores de liquen plano oral podem
apresentar, ao mesmo tempo, diferentes formas clinicas em diferentes regides da
cavidade oral (LOZADA-NUR & MIRANDA, 1997). Mesmo assim, a maioria das
lesGes biopsiadas nesse estudo correspondiam a forma em placa (dez lesdes), o
que difere da literatura pertinente ao assunto, onde a forma reticular € apontada
como a mais prevalente, seguida da forma erosiva. Essas duas formas clinicas
corresponderam as segunda e terceira formas mais frequentes nesse estudo
(nove e cinco amostras, respectivamente).

A necessidade de diagnostico diferencial com outras lesdes leucoplasicas
provavelmente determinou a maior freqiéncia observada em relacdo a forma em
placa, refletindo uma preferéncia do biopsiador, nos casos em que apresentaram

lesdes de mais de uma forma clinica.

7.2 ALTERACOES DISPLASICAS

No presente estudo foi observado que 42,3% das amostras apresentavam
displasia, todas de grau leve. Este achado se mostrou superior aos resultados
obtidos por DE JONG (1984) e CAFFARENA (1986), que encontraram alteracdes
displasicas em 25% e 26,1%, respectivamente.

Estudando 100 portadores de liqguen plano oral, ODUKOYA (1985)
encontrou displasia leve em 57%, moderada em 9% e grave em 2%. Esse

resultado diferiu do presente estudo, ndo s6 pelo maior percentual de achado de
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displasia, como pela observacdo de casos apresentando displasia em graus
moderado e grave.

Cabe ressaltar, conforme ja citado anteriormente, que a presenca de
displasia de grau leve é um achado comum no liquen plano oral, ndo sendo
considerada como uma tendéncia a transformacdo maligna do epitélio. (DE

JONG, 1984; URBIZO-VELEZ, 1989).

7.3 CITOQUERATINAS

O padrédo de expressdo das citogueratinas nos tecidos normais é
considerado como uma das mais estaveis caracteristicas das células epiteliais. E
consenso na literatura que cada tipo de epitélio apresenta especificidade de
expressdo dos filamentos de queratina, de acordo com seu tipo (simples ou
estratificado) ou estado (normal ou hiperproliferativo), o que credencia essas
proteinas como marcadores precisos da diferenciacdo nos epitélios.

Na mucosa oral normal a expressao das citoqueratinas revela diferencas
entre as regides ceratinizada e nao-ceratinizada, como ja citado anteriormente na
revisdo da literatura.

Serao discutidos a seguir os resultados referentes a cada uma das quatro
citoqueratinas, tecendo comentéarios e comparacdes em relacdo aos achados da
literatura concernentes a sua expressao na mucosa oral normal e no liquen plano

oral.



61

7.3.1 CITOQUERATINA 10

A CK 10 é considerada como um marcador especifico de diferenciacao
terminal dos ceratinécitos, sendo freqliientemente encontrada em epitélios
estratificados ceratinizados. Na mucosa oral € encontrada nas regides
ceratinizadas, sempre apresentando padrdo de marcagcao suprabasal, enquanto
que nas regides ndo-ceratinizadas, sua expressdo € essencialmente negativa.
(MOLL, 1982; MAEDA, 1994; BOISNIC, 1995)

No presente estudo, encontrou-se marcacao suprabasal para a CK 10 em
16 das 17 amostras pesquisadas, sendo essa marcacao de carater focal em 14
das 16 amostras positivas. A Unica amostra que apresentou marcagao suprabasal
negativa para essa citoqueratina, pertencia a uma paciente portadora de liquen
plano oral em placa na mucosa jugal, ndo demonstrando nenhuma razao
aparente para essa observacéo isolada.

Ao longo da camada basal todas as amostras apresentaram marcacao
negativa, o que se mostrou de acordo com as expectativas.

N&o foi observada diferenca de marcacdo entre as amostras de mucosa
ceratinizada e n&do-ceratinizada.

Esses resultados mostraram que na vigéncia do liquen plano oral, a
mucosa nao-ceratinizada passou a apresentar expressao suprabasal da CK 10, o
que nédo ocorre quando do seu estado normal; enquanto a mucosa ceratinizada,
que normalmente expressa a CK 10 de maneira difusa, experimentou reducao
acentuada dessa marcacdo na maioria das amostras. Esses achados se
mostraram de acordo com os resultados obtidos por MAEDA (1994), BOISNIC

(1995), VAN DER VELDEN (1999) e BLOOR (2000).
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MAEDA (1994) realizou estudo comparando 13 casos de mucosa jugal
normal com 17 casos de liquen plano oral. Para tal, utilizou anticorpos policlonais
AE1 (para as CKs 10, 13, 14, 15, 16 e 19) e AE2 (para as CKs 1, 2 e 10), além de
anticorpos monoclonais para as CKs 5, 8, 13 e 19.

BOISNIC (1995) estudou as CKs 4, 5, 10, 11, 13, 14, 17 e 19, em 20
amostras de mucosa oral normal ceratinizada e nao-ceratinizada, e de liquen
plano oral em mucosa ceratinizada e ndo-ceratinizada, 5 casos de cada.

VAN DER VELDEN (1999) publicou estudo com 18 amostras de variadas
lesGes benignas da mucosa oral, sendo 3 de liquen plano oral. Foram utilizados
14 diferentes anticorpos monoclonais marcadores de citoqueratinas.

BLOOR (2000) estudou as CKs 1, 4, 10 e 13 em 10 amostras de lesGes
de ceratose oral ndo-displasica, 15 de liquen plano oral e 3 de reacéo liquendide.

Esses autores consideraram que a presenca de hiperceratose ou
paraceratose nas lesGes de liquen plano oral seriam responsaveis por esses
achados, evidenciando assim alteragcbes no programa de diferenciacdo das
células em ambos os epitélios, ceratinizados ou ndo. No entanto, ressaltaram que
a CK 10 nao deve ser considerada um marcador do liquen plano oral, mas sim da
presenca de ceratinizacao.

Estudando 20 amostras de lesbes de liquen plano oral, CHAIYARIT
(1999) encontrou marcacao expressiva para CK 10, tanto na camada basal, como
na porcdo suprabasal do epitélio, o que diferiu dos resultados observados no
presente estudo, e dos achados publicados pelos quatro autores citados nos
paragrafos anteriores. Nesse artigo, tal autor imputa essa inédita marcacéo basal
a possivel acdo de citocinas secretadas pelos linfécitos T presentes no infiltrado

inflamatorio, exercendo assim influéncia na expressao da CK 10. Alteracdes na
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expressdo dessa citoqueratina, em carater inversamente proporcional a
intensidade do infiltrado inflamatorio foram descritas por OUHAYON (1990) e
MACKENZIE (1993), ao compararem gengivas normais com gengivas inflamadas.
No entanto, ndo houve oportunidade de se observar tais achados no presente

estudo.

7.3.2 CITOQUERATINA 13

A CK 13 & um dos componentes principais da maioria dos epitélios
escamosos estratificados ndo-ceratinizados. (MOLL, 1982; CHU, 2002)

Na mucosa oral nao-ceratinizada, essa citoqueratina € normalmente
expressa de forma homogénea e restrita as porcbes suprabasais do epitélio,
enquanto que nas regides ceratinizadas a CK 13 apresenta marcacao
essencialmente negativa. (MAEDA, 1994; BOISNIC, 1995; VAN DER VELDEN,
1999)

No presente estudo, observou-se uma marcacdo suprabasal negativa em
5 das 23 amostras e, nos 18 casos em que foi observada positividade, 16
apresentavam marcacao alterada pela presenca de retardo. Além disso, todas as
amostras apresentaram negatividade quanto a marcacdo ao longo da camada
basal. Esses resultados mostraram que, na presenca de liquen plano oral, a
mucosa nao-ceratinizada apresentou reducdo no padrdo e heterogeneidade na
marcacdo para a CK 13, em relacdo a mucosa normal. Além disso, mesmo nas
amostras em que a CK 13 foi expressa, ocorreu alteracdo no processo normal de
diferenciacéo celular na maioria dos casos, o que foi traduzido pela presenca de

retardo na marcacao.
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N&o foram observadas diferencas no padrdo de marcacdo entre as
mucosas ceratinizada e ndo-ceratinizada.

Esses achados se mostraram condizentes com os resultados obtidos por
MAEDA (1994), BOISNIC (1995), VAN DER VELDEN (1999) e BLOOR (2000).

MAEDA (1994) relatou reducédo ou negatividade na marcacéo para CK 13
em mais da metade dos 17 casos de liquen plano oral de mucosa néo-
ceratinizada estudados. Esse autor refere que as alteracdes observadas nao
sofreram influéncia com o tipo de ceratinizacao, assim como no presente estudo.

BOISNIC (1995) relata reducédo ou negatividade na marcacéo para CK 13
nos 10 casos de liquen plano oral estudados, sendo 5 na mucosa ceratinizada e 5
na mucosa nao-ceratinizada, enquanto VAN DER VELDEN obteve esse mesmo
resultado nos seus 3 casos.

BLOOR (2000) obteve reducdo ou auséncia de marcacdo para a CK 13
na regido parabasal do epitélio, resultado também observado no presente estudo.
Esse autor afirma que essas alteracfes ocorreram influenciadas pela presenca do
infiltrado inflamatorio, particularmente dos linfocitos, através da liberacdo de

citocinas.

7.3.3 CITOQUERATINA 14

Nos epitélios normais, a CK 14 se expressa quase que exclusivamente na
camada basal, estando presente tanto nos epitélios simples, como nos
estratificados. Na mucosa oral, essa citoqueratina pode ser encontrada nas
células basais, tanto das regifes ceratinizadas, como das nao-ceratinizadas.

(SCHULZ, 1992; MAEDA, 1994, BOISNIC, 1995; CHU, 2002)
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Devido a sua localizacdo, as CKs 5 e 14 sdo consideradas como as
principais responsaveis pela manutencéo da integridade da camada basal, sendo
0S principais componentes dos hemidesmossomas. A expressao de genes
defeituosos de CK 5 e CK 14 impdem intensa formacdo de bolhas na pele e na
mucosa oral de ratos transgénicos, representando fendtipo semelhante a
epidermolise bolhosa simples. (COULOMBE, 2002)

Em estudo com humanos, incluindo familias de portadores dessa doenca,
foram demonstradas mutacfes localizadas nas extremidades das regides
helicoidais da molécula de ambas as citoqueratinas, tendo sido identificadas
mutacdes nas regides carboxi- e amino-terminais. Essas mutacdes sao expressas
na camada basal epidérmica, enfraquecendo sua estrutura e, permitindo que
pequenos traumas mecanicos causem sua ruptura, levando a formacdo de
bolhas. (RAO, 1996)

Os resultados do presente estudo mostraram que no liquen plano oral
ocorreu alteracdo no padrdo de marcacao em relacdo a mucosa normal, com a
CK 14 sendo expressa ao longo de todas as camadas do epitélio, ao invés de se
manter limitada apenas a camada basal. Levando em consideracdo esses
achados, e o ja citado anteriomente estudo de MACKENZIE (1993) em gengivas
inflamadas, onde esse autor imputa a expressao suprabasal da CK 14 a presenca
do infiltrado inflamatorio, foi possivel concluir que a inflamacéo interfere no
processo de diferenciacdo das células da mucosa oral, levando as alteracbes
acima descritas.

No entanto, os resultados observados no presente estudo se mostraram
diferentes em relacdo aos obtidos por BOISNIC (1995), que encontrou marcacao

positiva para CK 14 limitada a poucas células da camada basal, e marcacao



66

negativa na porcdo suprabasal do epitélio. Esse autor sugere como provavel
causa para esses achados, as alteracdes necroticas dos ceratindcitos basais na
vigéncia de liquen plano oral.

Por outro lado, ao estudar lesdes benignas da mucosa oral né&o-
ceratinizada, VAN DER VELDEN (1999) referiu marcacao positiva para a CK 14
de forma homogénea na camada basal, e marcacéo focal na por¢cdo suprabasal.
Sua amostra incluiu trés casos de liquen plano oral, além de outras 15 lesdes de
fiboroma e outras lesdes hiperceratdsicas e/ou hiperplasicas inespecificas. Esse
autor referiu que essas alteracdes provavelmente estavam relacionadas a
presenca do processo inflamatério que acompanha essas lesdes.

A presenca de marcacao positiva para a CK 14 ao longo de todas as
camadas dos epitélios displasicos foi relatada nos estudos publicados por
HEYDEN (1992) e SU (1996). Esses autores consideraram essas alteracdes
como sendo um provavel sinal de transformacdo maligna. No presente estudo,
nao foram observados resultados semelhantes aos obtidos por esses autores. A
presenca de marcacao positiva ao longo de todas as camadas do epitélio ocorreu
em todas as amostras, independentemente da presenca ou nao de displasia. De
acordo com esses achados, nao foi possivel considerar a marcacdo suprabasal
para CK 14 isoladamente como um marcador de presenca de alteracOes

displasicas ou de tendéncia a transformacao maligna do tecido.

7.3.4 CITOQUERATINA 19

A CK 19 esta normalmente presente nos epitélios simples, podendo
eventualmente estar expressa também nos epitélios estratificados né&o-

ceratinizados. (STASIAK, 1989; CHU, 2002)
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Segundo a literatura consultada a CK 19 mostra algumas variacdes
quanto ao seu padrao de expressao na mucosa oral ndo-ceratinizada normal. De
acordo com VAN DER VELDEN (1999), essa citoqueratina é expressa
heterogeneamente na camada basal, podendo apresentar eventuais focos na
porcao suprabasal do epitélio. MAEDA (1994) encontrou marcacao basal positiva
homogénea em 6 casos, focal em 4 casos, e marcacdo basal negativa em 3
casos estudados. LINDBERG (1989) e BOISNIC (1995) referem marcacao
positiva em algumas células da camada basal.

Em relacdo a mucosa ceratinizada normal, todos o0s quatro autores
supracitados sdo unanimes em afirmar que a marcacao é sempre negativa para a
CK 19.

No presente estudo, a porcédo suprabasal do epitélio mostrou marcacao
negativa em todos as 21 amostras, enquanto que em relacdo a camada basal,
apenas quatro amostras apresentaram marcacgao positiva para essa citoqueratina,
todas de carater focal e bastante discreto. Dessas, trés se localizavam na mucosa
jugal e uma na gengiva. Observou-se que as lesbes de liquen plano oral
apresentaram padrdao de marcacdo para a CK 19 semelhante ao exposto na
literatura em relacdo a mucosa normal, com excecdo de apenas uma amostra de
mucosa ceratinizada, que apresentou marcacao positiva. Apesar de representar
um caso isolado, essa positividade demonstrou que o epitélio ceratinizado pode
passar a expressar eventualmente essa citoqueratina na vigéncia da doenca.

Ao serem comparados com a literatura referente a expressao para a CK
19 nas lesbes de liquen plano oral, os resultados obtidos no presente estudo se
mostraram semelhantes aos de VAN DER VELDEN (1999), que observou

marcacado positiva basal focal e suprabasal negativa em trés casos de liquen
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plano oral. Esse autor estudou a expressao da CK 19 nessa doenca e em outras
lesGes hiperceratosicas inespecificas da mucosa oral, e relatou que a positividade
da marcacédo ocorreu apenas nos casos em que havia a presenca do infiltrado
inflamatorio.

Por outro lado, BOISNIC (1995) relatou marcacdo positiva em todas as
células da camada basal e também marcacao focal positiva na por¢céo suprabasal
do epitélio, na vigéncia do liquen plano da mucosa nao-ceratinizada. Além disso,
esse autor observou marcacao positiva basal focal em 5 casos de liquen plano da
gengiva. A possibilidade da expressdo suprabasal da CK 19 ser considerada
como um marcador de pré-malignidade nas lesdes de liquen plano oral foi
aventada por esse autor.

Véarios estudos referem a associacdo entre a expressdo dessa
citoqueratina e lesdes com alteracdes displasicas e carcinomas, considerando-a
como um marcador de alteracido maligna do epitélio. (WU, 1981; BARTEK, 1986;
LINDBERG, 1989; CINTORINO, 1990)

LINDBERG (1989) encontrou marcacao positiva basal e suprabasal em
todos os casos estudados de lesbes orais que apresentavam graus de moderado
a grave de displasia e nos carcinomas in situ, independentemente da sua
localizacéo ou presenca de hiperceratose, o que se mostrou diferente do padrao
de marcacdo na mucosa normal, conforme citado anteriormente. Nos casos de
lesGes apresentando grau leve de displasia, a marcacao se mostrou variavel, com
alguns casos de positividade suprabasal. Nesse estudo o autor sugere que a
expressao suprabasal da CK 19 seria considerada como um marcador de

alteracOes displasicas em lesdes pré-malignas.
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SCHULZ (1992) encontrou expressdo da CK 19 no liquen plano oral em
padrdo semelhante a mucosa nao-ceratinizada normal, 0 que se mostrou de
acordo com os achados obtidos no presente estudo. Esse autor também observou
0 aparecimento de expressdo para essa citoqueratina, em alguns casos de
carcinoma espinocelular e leucoplasia.

De outra forma, SU (1996) observou padrdo variavel de marcacao
estudando a expressdo da CK 19 na mucosa oral normal, lesGes displasicas e
carcinomas. Esse autor concluiu que, de acordo com esses achados, ndo se
poderia considerar a expressdo suprabasal da CK 19 como um marcador de
tendéncia a transformacéo maligna do epitélio.

No presente estudo, o padrédo de marcacdo para a CK 19 ndo se mostrou
alterado devido a presenca de alteracdes displasicas no epitélio. Cabe ressaltar
no entanto, que em todas as amostras estudadas, essas alteracfes displasicas
foram consideradas de grau leve, o que provavelmente contribuiu para esses
achados. Como ja citado anteriormente na revisao da literatura, DE JONG (1984)
e URBIZO-VELEZ (1989) relataram que as lesbes orais do liquen plano
apresentam alteracOes displasicas de grau leve com relativa frequéncia, nao
implicando obrigatoriamente em uma tendéncia a transformacdo maligna.
Concluiu-se que, estudos posteriores envolvendo lesdes de liquen plano oral,
apresentando alteracdes displasicas de grau moderado a grave, seriam
interessantes no sentido de avaliar melhor um possivel papel da CK 19 como um
marcador de tendéncia do epitélio a transformacao maligna.

De um modo geral, foi possivel observar que o padrdo de expressao das
citoqueratinas 10, 13 e 14 nas lesdes de liquen plano oral se mostrou alterado em

relacdo a mucosa normal, enquanto a CK 19 apresentou marcacédo semelhante a
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mucosa normal, com exce¢cdo de uma amostra de mucosa ceratinizada. A
presenca do infiltrado inflamatorio e da hiperceratose ou paraceratose parecem
ter influenciado na marcacdo do epitélio. Em comparacdo com os resultados
observados por outros autores no liquen plano oral, a expressdo das
citoqueratinas 10 e 13 se mostrou semelhante aos achados obtidos no presente
estudo, enquanto que em relacdo as citoqueratinas 14 e 19, ndo houve um
consenso em todos os estudos, mostrando que o padrdo de expressao dessas
duas citoqueratinas pode apresentar variagbes de acordo com a populacdo
estudada.

A presenca de alteracfes na expressao dessas citoqueratinas em relacao
ao sexo, idade, localizacdo das lesbes, forma clinica e presenca de alteracbes
displasicas, ndo foi observada no presente estudo, apesar desse item ter se
mostrado prejudicado pela pouca variacdo nos resultados obtidos.

No entanto, acredita-se que esses achados tenham contribuido para o
estudo do liquen plano oral, pois através do melhor conhecimento da expressao
das citoqueratinas nessa doenca, maiores subsidios poderéao ser disponibilizados
para um diagnoéstico mais preciso, principalmente em relagdo aos casos que

apresentem uma histopatologia convencional duvidosa.
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8. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

O padrédo de expressdo das citoqueratinas 10, 13 e 14 mostrou-se
alterado na cavidade oral, na vigéncia do liquen plano, quando
comparado com a literatura referente & mucosa oral normal.

A CK 19 nao apresentou diferenca significativa no seu padrédo de
expressdo, na vigéncia do liquen plano, quando comparado com a
literatura referente & mucosa oral normal

A expressdo das citoqueratinas 10, 13, 14 e 19 nas lesGes de liquen
plano oral apresenta resultados variaveis de acordo com a populacéo
estudada.

N&o foi observada diferenca na expressdo das citoqueratinas estudadas,
entre as lesdes de liquen plano oral de mucosa ceratinizada e nao-
ceratinizada.

Na casuistica estudada, dados como sexo, idade, localizagdo das lesées,
forma clinica e presenca de displasia de grau leve ndo alteraram a
expressao das citoqueratinas em questao.

O processo inflamatério interferiu na expressao das citoqueratinas 10, 13
e 14.

A expressdo suprabasal das citoqueratinas 14 e 19 ndo pode ser
considerada como marcador de alteracdes displasicas de grau leve no

epitélio.
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9. SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Em razdo dos resultados obtidos, acredita-se que investigactes
posteriores devam ser consideradas, numa tentativa de um maior esclarecimento
de alguns pontos que permanecem sem um consenso definitivo na literatura
mundial. Acredita-se que seria interessante uma avaliacdo da expressdo das
citoqueratinas 14 e 19 em pacientes portadores de liquen plano oral que
apresentem lesdes com alteracfes displasicas de grau moderado a grave, visto
que a presenca de displasia de grau leve é relativamente comum em lesfes da
mucosa oral. As evidéncias levam a crer que essas duas citoqueratinas possam
vir a ser consideradas como marcadores epiteliais de transformacéo maligna das
lesGes orais, inclusive na doenca aqui estudada, o que seria de grande valor
prognastico.

Acredita-se também que, a partir da observacdo de que o padrdo de
expressao dessas citoqueratinas no liquen plano oral apresenta variacdes de uma
populacdo estudada para outra, aliado ao fato do liquen plano oral ser uma
doenca relativamente rara, facam-se necessarios estudos posteriores buscando
associacfes com fatores clinico-epidemiolégicos e histopatoldgicos, incluindo
diferentes grupos populacionais e/ou outras citoqueratinas nao estudadas.

Compartilha-se aqui a idéia de que o conhecimento cientifico se faz com a

constancia dos resultados obtidos em diferentes estudos.
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ANEXO |

QUESTIONARIO

Prontuério: NUmero:
Data:

Nome:

Sexo:M () F()
Data de Nascimento: __ / _/ __ (__anos)

End:

Tel.:

1. Jéafez transplante de 6rgdos ? ( ) Sim ( ) Nao

Qual?

2. Localizacado da Lesao:

( ) mucosa jugal ( )gengiva ( )labio ( )lingua ()

3. Forma Clinica:
( ) reticular () erosiva ( )placa ( )bolhoso ( ) atrofica

( ) papulosa

4. Biopsia
NO:

Laudo:
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This article presents a review of the literature on
oral lichen planus, focusing on important aspects
of its epidemiology, etiopathogeny, and clinical
manifestations. The oral form is an important clin-
ical presentation of lichen planus. It may precede
or accomparny the skin lesions, or it may be the
only manifestation of the disease. Dermatologists,
dentists, oforhinolaryngologists, and other special-
ists who deal with the oral cavity must be aware of
this disease so they can diagnose, treat, and keep
these patients under observation. (SKINmed. 2003;

the nasal cavity, genitals, larvnx,
esophagus, stomach, colon, anus, conjuncti-
va, urethra, and bladder.?

pharvnx,

Oral lichen planus (OLP) is an important
clinical manifestation of LI that may precede
or accompany the cutaneous picture or be
the sole manifestation of the disease.

Epidemiology
Prevalence of oral lesions among patients with
LI* varies from 50%-77% in the several articles

PhD, Rua Sorocaba 464,205

:jomeiy =

ato.med.br

j-com

ichen planus (LP), described in 1869, is an
l . inflammatory dermatosis of unknown eti-
ology occurring in (.5%-1% of the popu-
lation. Its classic clinical presentation is character-
ized by flat polygonal papules or plaques of violet
color measuring from (L5-8 cm, with whitish stri-
ae or spots on its surface known as Wickham's
striae. Sometimes a discrete desquamation may
be observed. It affects primarily the flexure sur-
faces of the wrists, thighs, distal third of lower
extremities, abdomen, sacrococcygeal region,
genitals, nails, and mucosa.l

LP lesions in mucosa appear with less frequency
than skin lesions, but usually cause greater dis-
comfort to ptl.iil:nls. including pain and a bum-
ing sensation.22 It is also possible that the LP of
mucosa may evolve to an epidermoid carcino-
ma, a fact not observed in cutaneous LPAS This
potential of malignant transformation of the
mucosal lesions remains controversial, despite
several positive references in the literature s

The oral cavity is the region most frequently
affected, but LI lesions were also described in

2:342-349) 2003 Le jocg Communications, nc.

S —rewiewed.
was round in about 20%-30% of the cases, 1.8
An epidemiological inquiry published in
1987.7 found 1%-2% of OLP incidence in the
population. In a recent study conducted in
Mexico with a0 adults who complained of aral
mucosa, 2 prevalence of OLP was 8.3% among
the diseases found in that site.

According toa 1985 study,® OLIP® is more frequent

in women by a proportion of 3:2. This data
agrees with the percentages found in epidemio-
logic inquiries where the number of cases of OLP
in women vared from 63%—66%.511 Further,
children are seldom affected, with the majority
of cases found in adults aged 40-70 yvears. !

Regarding simultaneous lesions in other
regions, an epidemiologic inquiry involving
384 patients with OLI showed that 93 also
presented with cutaneous lesions; 19% of 399
women and 4.6% of 174 men examined pre-
sented with genital lesions. There was ungual
alteration in 11 patients, lichen planopilaris in
six patients, esophageal lesions in six patients,
and conjunctival in one patient, 12
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: Clipical M anitestations :
4 Figure 1. Reticiior pattern of OLP may affect any part of the oral cavity, heing
graliichenpickas foumed maere often in the buccal muocosa 5 Other
quite frequently observed localions are the longue
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The reticular pattern (Figure 1) is considered the
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Wth risive areas thematous area topped with whitish striae in tree-
like configurations ar in the lorm -::rl" il 11etﬁ'.'01k,
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Figure 3. Plague lesions in oral A study on T lvmphocytes surface receptors in
lichen planus OLP lesions suggests high antigen and oligo-

clone specificity by these cells. The authors
conclude that OLP is probably an antigen-spe-
cific disease or related to a limited number of
super antigens.®® It is possible that heat shock
proteins 60 and 70 perform this antigenic role
in OLP based on their expression by the ker-
atinocytes of the affected areas. ¥

OLP and the graft-vs.-host chronic disease of
the oral mucosa present similar clinical and
histopathologic characteristics, and some
authors suggest that these diseases may also
present similar immunopathological mecha-
coaisme S35 Uhare,,may beopaphcioatiop of
tumor necrosis factor-alpha, as inducer of
apoptosis in keratinocytes, -2 and of met-
aloproteinase-9, as participant in the aggres-
sion process to the basal membrane in these
two diseases.#5414% Other cytokines likely to
be involved in OLP pathogeny are: 1L-2, 11L-4,
IL-10, TFMN-y. and TGE-f1 4244

with certain foods, smoke, and other irritating

factors. In contrast. the reticular., papuloys.
and plaque forms are usually asymptomatic,
often discovered during routine oral mucosa
inspection.

Participation of immunogenetic factors in the
etiopathogeny of LP is based on studies on
occurrence of family casess-48 and the possible

Ftiolooy, and Immupopatboogny,

A gssociation of nonfamily cases of the disease

Although its etiology remains unknown, the cur-
rent trend is to consider OLP an auto-immune
process mediated by cells and triggered by anti-
2en alterations on the cell surface of the basal
laver of the epithelium #2% Langerhans cells and
rmacrophages may act as presenters of antigens to
Ivmphocytes T CD4e, entailing their prolifera-
tion, and of lymphocyte clones T CDS-, in a sim-
ilar mechanism to allergic contact dermatitis. 2+
Articles published in 1992 and 199422 men-
tican that it is possible that the clinical behavior
af QLI is determined by the balancing Tetween
activities of induction and suppression on behal
of the activated T lvmphooyvte clones,

Lymphocyte T CIMe appears in greater guantity
than the CD4+ in the OLP inflammatory infil-
trate, and several studies suggest that those oclls
may e directly responsible for the damages to
the basal cells through a mechanism of cvtotox-
ity 2730 The CDE are prone to acoumulate
in arcas where there is a selective expression of
HLA-DR and 1CAM-1 on behalf of the ker-
atinooytes. AU is probable that the expression of
these antigens exerts a facilitating role in the
accumulation of these lvmphocytes in the basal
and suprabasal kyers of the epithelium, 24

with certain HIA antigens. ' e familial cases
of LI differ from the classic nonfamilial form of
the discase by alfecting younger persons and by
wsually presenting with a great number of
lesions. Besides, they usually persist for about 2
years or develop in recurrent episodes S Some
authors even mention the possibility of Gunilial
LI being an isolated entity, with frequent
expression of HLA-B? antigens.®!

In nonfamilial OLE an association between
the discase and HLA-DRwSDRY in Asian
patients was described. 154 An increased [re-
gquency of HLA-DR2 was found in erosive OL
which suggests an autoimmune component in
the pathogenesis of this diserderS A strong
association of the HLEA-34 and HLA-DR2
expressions was also described in this form.»
The association between crosive OLPP and
HIAB27, HLA-BAL, and HLA-Bw37, besides
an important reduction in the expression of
HLAD, has also been described, > These
authors attribute a probable resistance action
by the latter for development of the disease.

several factors have been indicated as promoters of
QLP development through induction of structural
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Oral Lichen Planus Part II: Therapy and
Malignant Transformation

Ana Libia Cardozo Pereira, MD;! Claudio de Moura Castro Jacques, MD;! Marcia Grillo Cabral, DrOdont, MS, CD;?
Abel Silveira Cardoso, MSD, CD;2 Marcia Ramos-e-Silva, MD, PhD!

Oral lichen planus lesions can cause discomfort,
pain, and a burning sensation. Therefore, all pro-
fessionals who deal with the oral cavity must be
aware of all the therapeutic options for it. This arti-
cle presents a review of the literature on oral lichen
planus, focusing on its treatment, and also discuss-
es the important and controversial potential for the
evolution of oral lichen planus into epidermoid car-
cinoma. (SKINmed. 2004;3:19-22)

©2004 Le Jacq Communications, Inc.

traumas minimized.? The patient must also be
oriented to keep adequate oral hygiene. In case
of association with candidiasis, the use of anti-
fungal drugs must be considered.?

Odontologic follow-up is indicated for all
patients with a diagnosis of oral lichen
planus (OLP). Replacing amalgam or gold
restorations must be considered in extreme
cases, even in patients with apparent nega-
tive patch tests because improvement of
lesions has been reported in places far from
the site of the exchanged restoration.*?®

Drugs
Many systemic and local drugs have been
described for treatment of OLP.

Corticosteroids. Topical. Topical corticoids are
the drugs of first choice for localized and symp-
tomatic lesions.” Fluorine steroids, especially flu-
ocinolone acetonide, seem! to be better absorbed
in the oral epithelium. They should be used in
ointment or gel because they are hydrophilic
and are better absorbed by the oral mucosa,

lesions because they are more appropriate for
lesions in the esophagus.!?

Oral. This form is indicated for erosive OLP and
other disseminated forms. The initial dose
should not be less than 20 mg prednisone or
equivalent. The recommended dosage is 30-40
mg/d for 4-6 weeks or until improvement of
the symptoms, reducing slowly to 20 mg,
which should be maintained until complete
remission.!! With this scheme, recurrence is
less frequent.? The oral prescription is usually
associated wipiye -
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Intralesional Injections. Injections are sel-
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e , good, ! although there was local irrita-

tion that was easily sontrled,p
decreasing the frequency of applications. Other
authors'* noted that despite the efficacy of this
drug, recurrence was frequent after the interrup-
tion and the response was slow in cases of erosive
LP. Due to its regulatory action on growth and
differentiation of keranhocytes and on inflam-
mation, topical tazarotene has been used with
good results in hyperkeratotic OLP.'?

Oral. Acitittin in doses used for psoriasis has
been used at levels of 10-30 mg/d with
reports of cure in 90% of patients in up to 19
months. Some report good results with 0.25
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not show advantages of topic cyclosporine

cases of bullous LP.? Tt may be used topically
nitutbadmiruefioauihwirislusisig w38 hag i
100 mL water 2-3 times a day for erosive 1.P.%

Dapsone. Doses of 100-150 mg/d dapsone
are indicated for bullous LP, but up to 200 mg
may be administered.*

Surgery and Laser. These are options in symp-
tomatic and hypertrophic cases that are unre-
sponsive to other treatments. Excision with clos-
ing, electrosurgery, or cryosurgery may be used.
Carbon dioxide laser has been used in cases of
OLP in plaque, but recurrence was high.*!

mg/kg/d in only 2 months of treatment jfmpftra-BodyyPhototherapyytinisgthampaubis

Etretinate (not available in Brazil anymore)
in a dosage of 10-20 mg also had a good
response, although some recommend higher
dosages, up to 75 mg/d, for better results.!”

Griseofulvin. Griseofulvin has been used
empirically but with good results. Its action
seems to be related with the nucleic acid
metabolism, which is important for the normal
keratinocytes. The dosage used ranges from
250-500 mg/d for 8-10 weeks.'® More studies
are needed to further evaluate its efficacy.!”

PUVA Therapy. This was used by some authors
with favorable results?”2! (mainly in cases of OLP
with extensive cutaneous lesions). The risk-bene-
fit balance should be considered due to the
drug’s side effects®” and because OLP is a benign
lesion and the risk of carcinogenesis exists.??

Cyclosporine. Its effect in LP is explained by
the action in the T lymphocytes. Despite the
good results described by some authors, it
should be considered as a last resort due to its
side effects and the need of high dosages (3-5
mg/kg/d) for control of the disease. Some

report the use of cyclosporine 500 mg g~

O O b Cledl iy OLLTE SWiITl wWith 200d results

modality has been used more recently, twice a
week during 3 weeks, especially for erosive LI,

Immunomodulation Treatment. The use of
immunomodulators, like levamisole, is indi-
cated by some authors as an adjuvant thera-
py to prednisone in patients with sympto-
matic and difficult-to-treat LP. Levamisole
seems to have immunomodulating proper-
ties, which would justify its results in LP.%3
One researcher* suggests administration of
immunomodulators, such as levamisole and
interferon-e, in patients with idiopathic LP
without symptoms of systemic diseases.
Tacrolimus is a drug with powerful immuno-
suppressing effects used initially for patients
receiving organ transplants. It has been used
in cases of symptomatic LD, especially for the
erosive form, with good results® in symptom
relief, despite frequent recurrences, %37

Metronidazole. A recent report™ described
the use of 500 mg metronidazole twice a day
for 20-60 days in patients with generalized
idiopathic LP with satisfactory results in
78.9% of cases. Tts action may be explained

Ll any screntit



Oral Lichen Planus and

Malignant Transformation

There is no increased risk of skin malignancy
in patients with cutaneous LP, but there is a
higher risk in OLP, especially in men.*> The
probability of malignant change of OLP
lesions is controversial and a matter of much
debate.*? Most studies confirm this hypothe-
sis; however, it is not known if the potential
of malignancy is related to the OLP itself or
to the risk factors involved in pathology,**
even the presence of oncogenic viruses.+43

The tumor associated with OLP is squamous
cell carcinoma (5CC), in percentages ranging
from 0%-5.8% of patients*¢ aged 56-79 years
(mean 70.5 years).” The atrophic and erosive
forms have the greatest potential of malignan-
all OLP for
LER
that an OLP lesion may be evol

cv;*® however

become malignar I'he clinical red

is the presence of ulcerated® o

lesions (Figures 1 and 2).

I'he telomerase RNA technique for det

of mknlw-'rmm transtormation in OLP is contro-

ns can potentially
flag
ving into SCC
infiltrated

ection
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Figure 1. Plague oral lichen
planus. This area on the right
buccal mucosa was biopsied
and found to show typical fea-
tures of oral lichen planus and
no neoplasia. The patient was
treated with three cryosurgery
Sessions.

Figure 2. Same patient
shown in Figure 1. He did not
come for the recommended
consultations, returning 2

years later. The oral lichen
planus evolved into squamous
cell carcinoma. The right buc-
cal mucosa shows . an ifinitrat-
A g yaastating ana.,

vestar sl seainds dien damsirard tita s e

not a good marker for malignancy.>#>%

According to one study,® 46%-54% of SCC
from OLP lesions occur in the buccal mucosa,
30% in the tongue, 16% in the lower lip, and
8% in other sites. The evolution of a benign
lesion into SCC may take from 1-11 years.*?
Some authors suggest that SCC related to OLP
has a worse prognosis due to the greater possi-
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