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RESUMO
O Liquen Plano Bucal (LPB) ¢ uma doenga inflamatoria cronica cujas formas clinicas mais
comuns s3o os tipos reticular e erosivo. Acredita-se que os mecanismos imunoldgicos
sejam fundamentais para a iniciacdo e perpetuacdo da inflamag¢ao no LPB e que a apoptose
participe na desestruturacdo das células da camada basal com a destrui¢do de ceratindcitos.
O objetivo deste estudo foi avaliar a participagdo da apoptose nas alteragdes epiteliais e
subepiteliais encontradas nos tipos reticular e erosivo de LPB. Quinze amostras de LPB de
cada tipo, reticular e erosivo, além de 10 amostras de mucosa saudavel foram coletadas e
processadas histologicamente. Quantificou-se morfometricamente a apoptose no epitélio e
no infiltrado inflamatoério, avaliou-se a espessura média do epitélio, a porcentagem de
ceratinocitos “livres” e o nimero de células presentes no infiltrado inflamatoério. A reagao
de TUNEL e imunohistoquimica com M30 CytoDEATH foram usadas para validagao dos
critérios morfolégicos. A apoptose no epitélio nas lesdes de LPB erosivo foi
significativamente maior que no tipo reticular e ambas as formas de LPB apresentaram
mais apoptose que o controle. A espessura epitelial foi maior no controle em relagao ao tipo
reticular e maior nesse em relagdo ao tipo erosivo, demonstrando assim, que a apoptose
participa no adelgagamento do epitélio nas lesdes de LPB. A apoptose no infiltrado
inflamatério foi menor no tipo erosivo que no reticular. J& o percentual de ceratindcitos
“livres” e a celularidade no infiltrado inflamatorio se mostraram maiores no tipo erosivo
comparado ao tipo reticular. A maior ocorréncia de apoptose no infiltrado inflamatorio
subepitelial parece associar-se com menor celularidade no infiltrado inflamatorio

subepitelial e com menor quantidade de ceratindcitos livres € menor apoptose no epitélio.

Palavras-Chave: Liquen Plano Bucal, Linfocitos T, Apoptose, Infiltrado Inflamatério



ABSTRACT
Oral Lichen Planus (OLP) is a chronic inflammatory disease with different clinical types.
Reticular and erosive forms are the most common. Although several aspects are still not
completely clear, it is believed that the immunological mechanisms are basic for the
initiation and perpetuation of the inflammation in the OLP and that apoptosis may
participate in disrupture of the basal layer with the appearance of free keratinocytes. The
objective of this study was to approach the role of apoptosis in epithelia and subepitelial
infiltrates, in reticular and erosive forms of OLP. Fifteen samples of OLP of each type,
reticular and erosive, beyond 10 samples of healthful mucosa were collected and processed.
Epithelial thickness and apoptosis in epithelia and in the subepithelial infiltrate was
quantified morphometrically, as well as free keratinocytes and the cellularity of the
inflammatory infiltrates. TUNEL and M30 CytoDEATH were used for validation of the
morphological criteria. Epithelial apoptosis in the erosive OLP was significantly more
intense than in the reticular type and both forms of OLP presented more apoptosis than the
healthy oral mucosa. By the other hand, epithelia was thicker in the control than in OLP,
and thicker in the reticular form than in the erosive type. Thus, apoptosis seems to
participate in the narrowing of the epithelia in reticular and erosive OLP. Apoptosis in the
subepithelial infiltrate, opposed to epithelial apoptosis, was more intense in the reticular
than in erosive type. Free keratinocytes and inflammatory cellularity infiltrated were more
frequent and intense in the erosive than in the reticular type. The more apoptosis in
subepitelial infiltrates, the less inflammatory cellularity, the less epithelial apoptosis and the

less free keratinocytes.

Keywords: Oral Lichen Planus, T Lymphocytes, Apoptosis, Inflammatory Infiltrate
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1. INTRODUCAO

O Liquen Plano Bucal (LPB) ¢ uma doenca de etiologia ainda desconhecida
(NEPPELBERG et al., 2007) que tem sido incessantemente investigada, na tentativa de se
esclarecer sua patogénese e se estabelecer protocolos menos empiricos de abordagens dos
pacientes portadores dessas alteragoes.

Embora a causa do LPB permaneg¢a no campo especulativo, muitos achados
sugerem tratar-se de um distirbio imunolégico (KIM et al., 2006) persistente, mediado por
linfocitos, onde os ceratindcitos basais parecem ser os alvos dos linfocitos T. Acredita-se
que o fendmeno de apoptose seja um importante mecanismo na destruicdo das células da
camada basal (DEKKER et al., 1997).

Muito pouco se sabe sobre a presenca de intensa e persistente infiltracdo
inflamatoéria subepitelial como a que ocorre no LPB. Numerosos processos podem induzir a
persisténcia do infiltrado de células inflamatorias abaixo da camada epitelial. Alguns
autores tém proposto o permanente recrutamento dos linfocitos T no foco da lesdo, outros
tém relatado mecanismos que inibem a apoptose nos linfocitos T (BASCONES et al.,
2006).

Considerando a incidéncia do LPB na populaciao e sabendo-se que varios aspectos
da doenca ainda ndao estdo bem esclarecidos, o proposito desse trabalho ¢ avaliar a
participagdo da apoptose nas lesdes epiteliais e subepiteliais, procurando identificar uma

eventual associagdo entre as mesmas nos tipos reticular e erosivo de LPB.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Liquen Plano Bucal

2.1.1. Aspectos Clinicos

O Liquen Plano Bucal (LPB) ¢ uma doenga inflamatoéria cronica, de etiologia
desconhecida, sendo n3o contagiosa, recorrente e caracterizada por periodos de
exacerbagdo e remissdo. Acomete a pele, a cavidade bucal ou ambos. Os sintomas sao
passageiros, mas a manifestacdo clinica da doenga bucal pode ser persistente (REGEZI &
SCIUBA, 1989; NEVILLE et al., 2004).

O LPB ¢ uma das doencas mais comuns da mucosa bucal em pacientes adultos
encontradas nas clinicas de patologia oral (SUGERMAN et al., 2000) podendo afetar
qualquer parte da mucosa bucal sendo mais freqiientemente encontrado na mucosa jugal,
lingua e gengiva (SUGERMAN et al., 2002; EISEN et al., 2005; KARTSAIDES et al.,
2007).

A verdadeira prevaléncia ¢ desconhecida e varios estudos sugerem uma incidéncia
de 1 a 2 % da populacdo geral (FAYYAZI et al., 1999; KARATSAIDES et al., 2004;
EISEN et al., 2005). Segundo MONCARZ et al. (1993), o LPB representa 9% de todas as
lesdes brancas da cavidade oral.

O LPB ¢ uma doenga da idade adulta e se desenvolve mais comumente entre a
quinta e sexta década de vida, ¢ duas vezes mais freqiiente em mulheres do que em homens
(LODI & AALTOMAA, 1994; EISEN et al., 2005; MAZZARELLA et al., 2006). O LPB
em pacientes melanodermas € rarissimo, sendo mais freqiiente o Liquen Plano Cutaneo
(LPC) (GANDOLFO et al., 2004)

O LPB aparece em diferentes formas clinicas compreendendo as formas papular,
reticular (como as estrias de Wickham), em placa, erosiva, ulcerativa e bolhosa (LODI &
AALTOMAA, 1994; EISEN et al., 2005; MAZZARELLA et al., 2006). As formas clinicas
sdo baseadas na aparéncia da lesdo. Pessoas afetadas freqlientemente desenvolvem lesdes

de LPB durante um longo periodo de tempo, podendo durar de meses a anos (HIROTA et
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al., 2002) e o aparecimento das lesdes pode ocorrer de forma isolada ou combinada
(KARATSAIDES et al., 2003).

De acordo com VINCENT (1991), esse pleomorfismo clinico do LPB representaria,
ou sinais clinicos de uma doengca com varios niveis de atividade identificados
simultaneamente em diferentes regides da boca, ou representariam fases evolutivas do
processo.

Apesar da variedade clinica com que o LPB se apresenta NEVILLE et al. (2004)
afirmam que existem essencialmente apenas duas formas clinicas, o tipo reticular e o
€rosivo.

A lesdo reticular ¢ a forma de LPB mais encontrada e aparece sob a forma de uma
rede de conecgdes e linhas brancas sobrepostas, papulas ou placas. Freqiientemente os
pacientes desconhecem sua presenc¢a (EISEN et al., 2005), pois podem apresentar um
arranjo impreciso e difuso de lesdes reticulares muito difundidas, sendo que raramente sdo
acompanhadas de sintomas (KARATSAIDES et al., 2007).

As formas erosiva/ulcerativa constituem as formas mais destrutivas da doenca ¢
causam grande desconforto bucal (KARATSAIDES et al., 2004 e 2007), enquanto a forma
reticular estd associada a poucos sintomas e reflete uma fase mais amena da doenca. Lesdes
erosivas/ulcerativas, depois de tratadas, freqiientemente recidivam na forma reticular
(KARATSAIDES et al., 2003).

Na pele, o liquen plano ¢ caracterizado pela presenca de pequenas pépulas
purpureas apresentando estrias brancas (estrias de Wickham) em sua superficie, sdo
pruriginosas, simétricas e com predilecao pelas superficies flexoras de extremidades, regido
sacral e genitalia (REGEZI & SCIUBA, 1989). Segundo BOYD et al. (1991) o LPC
apresenta um curso bem definido, enquanto as lesdes bucais sdo cronicas e recorrentes.

Para GANDOLFO et al. (2004) 90 9% das lesdes sdo acompanhadas de
comprometimento bucal e muitas vezes as lesdes bucais precedem as de pele, constituindo
assim um importante sinal para o diagnostico precoce. Segundo REGEZI & SCIUBBA
(2000) as lesdes cutaneas sdo observadas em aproximadamente 20 a 60 % dos pacientes
com liquen plano bucal. O LPB ¢ mais freqiiente que o LPC numa propor¢ao de 8:1,

podendo ocorrer sem a manifestacao cutanea.
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Existe uma consideravel controvérsia sobre a possibilidade das lesdes de LPB serem
uma lesdo pré-maligna com evolucdo para o carcinoma epidermoide. Essa neoplasia
representa em torno de 98% de todas as lesdes malignas da boca, estando associada a
fatores de risco exdgenos, tais como, o tabaco e o alcool (KILPI ef al., 1996). Apesar de
alguns trabalhos sugerirem uma alta incidéncia de carcinoma epidermoéide bucal em
pacientes com LPB, implicando o liquen plano como lesdo pré-maligna (EISEN et al.,
2002; LARSSON & WALFVINGE, 2003; BASCONES et al., 2007), alguns autores ainda
consideram circunstanciais as evidéncias de transformacdo maligna no LPB (DUARTE &
GOMES, 2003).

Segundo GANDOLFO et al (2004) o aumentado risco do aparecimento de cancer
bucal associado ao LPB parece ser independente do tipo clinico e da terapia administrada.
Devido a incerteza da natureza pré-maligna do LPB e ao fato de que a detecg@o precoce do
cancer bucal pode resultar em aumento da sobrevida do paciente, ¢ prudente monitorar
todos os pacientes com LPB durante um longo periodo de tempo (EISEN ef al., 2005).

O LPB quando ¢ assintomatico ndo necessita de tratamento devendo ser
acompanhados a cada seis meses (NEVILLE ef al., 2004; EISEN et al., 2005). Nos casos
sintomaticos, o paciente deve receber tratamento adequado e ser avaliado a cada trés meses
(NEVILLE et al., 2004).

Indiscutivelmente o agente mais usado e mais eficaz no tratamento do LPB sao os
corticosteroides, tanto via tdpica, quanto sistémica. Os corticosterdides agem restringindo
parcialmente a atividade do infiltrado linfocitario logo abaixo da camada basal do epitélio
(VICENT, 1991).

Nao existe cura para o LPB, o que se faz ¢ o tratamento dos sintomas. Alguns
autores acreditam que a terapia utilizada no tratamento do LPB ndo influencia no curso

natural da doenga (BOYD et al., 1991).

2.1.2. Aspéctos Histopatologicos

O LPB ¢ caracterizado histologicamente por um denso infiltrado linfocitario
subepitelial (MURAKI & YOSHIKA, 1997; FAYYAZI et al., 1999) disposto em banda e
pela destruicdo da camada de células basais do epitélio (MURAKI & YOSHIKA, 1997;



15

TANDA et al., 2000; KIM et al., 2006; MAZARELLA et al., 2006; KARATSAIDES et
al., 2007). A degeneracdo dos ceratindcitos basais forma corpos coldides ou de “Civatte”
(SUGERMAN et al., 2002; KASTELAN et al., 2004), os quais aparecem como globulos
homogéneos eosinofilicos. A ultra-estrutura dos corpos de “Civatte” sugere que eles sejam
ceratinocitos apoptoticos. Mudancgas na camada basal do epitélio sdo comuns no LPB sendo
descritas fraturas, interrupcoes e duplicagdes (ZHOU & SUGERMAN, 2001). Em adi¢do, a
camada basal do epitélio e os ceratindcitos basais ancoram elementos como os
hemidesmossomos e filamentos que sdo alterados resultando em fissuras microscopicas
entre o epitélio e o tecido conjuntivo (SUGERMAN et al., 2000).

O infiltrado de linfocitos T € composto por células CD4+ e células CD8+, com
distribuicao variavel desses dois subgrupos. As células CD8+ encontram-se aumentadas nas
regides intraepitelial e superficial da lamina propria, sendo sua atividade citotoxica
encontrada adjacente as células da camada basal (EVERSOLE, 1994; NEPPELBERG et
al., 2001). Nos estagios precoces do LPB, o infiltrado ¢ constituido de macrofagos e
linfécitos CD4+ (PELISSIER & MISIPO, 1990;), com a progressao da doenga pode ocorrer
um aumento gradual de células CD8+ (PORTER et al., 1997; NEPPELBERG et al., 2001),
e estudos demonstram uma grande afinidade dos linfocitos CD8+ pelos ceratindcitos
quando comparado com as c¢lulas CD4+ (EVERSOLE, 1994).

De acordo com PELISSIER & MISIPO (1990) todos esses achados histologicos sao
relativamente constantes em todos os tipos de LPB, mas segundo o tempo de evolugdo da
lesdo e a forma clinica, encontram-se certas variagdes. O infiltrado inflamatorio destréi
progressivamente as camadas inferiores do epitélio. Assim, em um LPB recente, observam-
se prolongamentos epiteliais afilados apresentando o aspecto de “dentes de serra”. Com a
evolucdo da lesdo, os prolongamentos papilares desaparecem, sendo substituidos pelo
infiltrado inflamatorio que ataca as camadas inferiores do epitélio. Nos LPB antigos, a
juncdo epitélio-conjuntivo encontra-se completamente retilinea, pois desaparecem
totalmente as papilas e os prolongamentos inter-papilares epiteliais, ficando um epitélio
atrofico. Por fim, o epitélio torna-se totalmente destruido pelo infiltrado inflamatorio

caracterizando a forma erosiva do LPB.
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Outras células acessorias contribuem em menor numero, como monocitos e
macrofagos, células de Langerhans e mastocitos (PELISSIER & MISIPO, 1990; VICENT,
1991).

2.1.3. Patogénese

O papel da auto-imunidade na patogénese da doenca ¢ sustentado por muitas
caracteristicas auto-imunes do LPB (SLAVOUNOU ef al., 2004), incluindo inicio em
adultos, predilecao pelo sexo feminino, associagdo com outras doengas auto-imunes,
atividade supressora imune deprimida e a presenga de células T citotoxicas auto-reativas
nas lesdes de LPB (SUGERMAN et al., 2000; LODI et al., 2005).

Evidéncias atuais sugerem que a patogénese do LPB esteja relacionada a um
processo mediado por células T, onde a destruicdo da camada basal pode ser resultado do
efeito citotoxico dos linfocitos T presentes no infiltrado inflamatério subepitelial
(DEKKER et al., 1997; FAYYAZI et al., 1999; SUGERMAN et al., 2000 e 2002;
BASCONES et al., 2007). Parece que a presenca de um intenso infiltrado inflamatorio de
linfécitos T ativados leva a liberacdo local aumentada de citocinas que sdo consideradas
mediadoras no recrutamento ¢ retengdo dos linfocitos, bem como na morte dos
ceratinocitos basais (DEKKER et al., 1997; SLAVOUNOU et al., 2000; KARATSAIDES
etal.,2003).

O infiltrado linfocitario no LPB ¢ composto quase exclusivamente por células T.
Infiltrando o epitélio, adjacentes aos ceratindcitos basais danificados, também se encontram
linfocitos T CD8+. Células T citotoxicas podem desencadear apoptose dos ceratinocitos no
LPB (TANDA et al., 2000; SUGERMAN et al., 2002; PRIME et al., 2004).

Os mecanismos usados pelas células T para desencadear a apoptose no LPB nao sao
claros, mas possiveis mecanismos incluem:

1. Células T secretando TNF-o que se liga ao receptor TNF-R1 na superficie dos
ceratinocitos.

2. Células T secretando granzima B que age sobre os ceratindcitos via perforinas,

induzindo poros na membrana.
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Esses mecanismos podem ativar a cascata das caspases resultando em apoptose dos
ceratinécitos (LORO et al., 2005).

SLAVOUNOU et al. (2004) relataram elevados niveis séricos de TNFoa em
pacientes portadores de LPB quando comparados com controles, sugerindo um papel desta
citocina na iniciacdo e progressao da doenga.

SUGERMAN et al. (2000) identificaram o papel do TNFa e da MMP-9 (matriz de
metaloproteinase-9) na patogénese do LPB. O TNFa pode desencadear a apoptose dos
ceratindcitos, enquanto a MMP-9 pode perturbar a membrana basal nas lesdes de LPB.

Estudos “in vitro” t€ém mostrado a capacidade da granzima B em clivar e ativar a
caspase-3, a qual inicia eventos e levam as células epiteliais ao caminho irreversivel de
morte por apoptose (TOBON-RROYAVE et al., 2004). TANDA et al. (2000) através de
estudos imunohistoquimicos, sugeriram que os linfocitos T intraepiteliais secretam

granzima B ao redor dos ceratinocitos, desta forma induzindo os ceratindcitos a apoptose.

2.2. Apoptose

A morte celular que ocorre de forma programada e estd presente em processos
fisioldgicos e patologicos € conhecida como apoptose ou morte celular programada. Esse
processo foi descrito pela primeira vez por KERR ef al. em 1972.

Apoptose ¢ uma forma de morte programada utilizada na eliminagdo das células
durante o desenvolvimento embriondrio ¢ na vida adulta (LIPPONEM & AALTOMAA,
1994).

KERR et al. (1972) propuseram o termo apoptosis para esse processo, enfatizando
seu papel regulador na populacao celular e considerando o seu mecanismo oposto ao da
mitose. A palavra apoptose € um termo de origem grega que significa “queda, separagao”,
que foi sugerida em analogia a queda das pétalas das flores ou das folhas das arvores
durante o outono (CUMMINGS et al., 1997).

A apoptose pode ser induzida tanto em processos fisioldgicos quanto em processos
patologicos. A apoptose pode ser ativada em resposta a diversos estimulos, como fatores

hormonais, a¢do de citocina, acdo do sistema imune, infeccOes virais, homeostasia em
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tecido adulto e danos letais as células por agdo de radiacdes, hipertermia, toxinas ou outros
fatores fisicos (RASKIM, 1997).

A microscopia optica, as células apoptéticas sdo retraidas (tipicamente circundadas
por um halo claro) e possuem citoplasma acidofilo. Os nucleos dessas células sofrem
alteracdes tais como marginacao da cromatina, condensagdo e fragmentagdo, seguidas pela
fragmentacdo da célula em corpos apoptdticos (WYLLIE, 1991). A morte celular por
apoptose nao altera as cé€lulas circunjacentes, diferentemente da célula necrotica que induz
inflamagdo. Assim, a célula em apoptose se fragmenta silenciosamente, empacotando seus
constituintes, os quais sdo fagocitados pelas células adjacentes (BORISENKO et al., 2003).

A apoptose € um processo assincronico, com fase inicial de duragdo muito variavel.
Em estudos de videomicroscopia, as transformacgdes morfoldgicas no microscopio optico
ocorrem em menos de 2 horas. Existe um ponto de ndo retorno, que ocorre varias horas
antes do aparecimento das caracteristicas morfologicas tipicas da apoptose (KERR et al.,
1972).

De acordo com SEARLE et al. (1982) a apoptose apresenta duas fases distintas: a
primeira seria a condensagdo nuclear e fragmentacdo citoplasmatica, formando os corpos
apoptdticos, e a segunda fase consiste na fagocitose e digestdo desses fragmentos pelas
células adjacentes.

No inicio do processo ocorre perda de contato da célula com as células vizinhas, o
nlcleo apresenta condensa¢do da cromatina em massas densas adjacentes a membrana
nuclear, condensa¢do do citoplasma e, usualmente, o aparecimento de protuberancias na
superficie celular. As organelas citoplasmdticas tornam-se compactas, permanecendo
estruturalmente intactas. Ocorrem a fragmentacdo nuclear e a formagdo de corpos
apoptdticos que sdo formados quando as protuberancias se desprendem da membrana
plasmatica. Alguns corpos apoptdticos contém mais de um fragmento nuclear, enquanto
outros apresentam apenas elementos citoplasmaticos (SEARLE et al., 1982). Os corpos
apoptoticos sdo fagocitados tanto pelas células vizinhas, como também pelos macrofagos
ou mondcitos, células epiteliais, endotélio vascular ou células tumorais. Este processo
ocorre na auséncia de processo inflamatorio e sem dano as células vizinhas (BOSMAN et

al., 1996).
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A apoptose € um processo ativo que necessita de energia (BOSMAN et al., 1996),
sendo caracterizada por uma cascata de eventos bioquimicos (FESUS et al., 1992;
BOSMAN et al., 1996), onde ha a necessidade de gasto de energia e sintese de proteinas
(WYLLIE, 1991). Esses eventos podem ocorrer através de dois caminhos: um extrinseco e
um intrinseco (HAJRA & LIU, 2004).

No caminho extrinseco ha uma sinalizagdo entre 0 meio extra ¢ intracelular através
de receptores da superficie celular, como o Fas que recebe a ligacdo de moléculas ligantes
(Fas L) produzidos por células do sistema imune. Ocorre também pela ativagdo da super
familia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF R1, TNF R2) e dos receptores do
ligante indutor da apoptose relacionado ao TNF (TRAIL R1, TRAIL R2) por seus ligantes
(TNFa, TRAIL). Apos a ligagdo esses receptores trimerizam e a sua por¢ao citoplasmatica
se ligam a uma proteina adaptada chamada TRADD (7NF receptor apoptotic death
domine) para o TNFa ou FADD (Fas-associated death domain) para o Fas (LORO et al.,
2005). Apos esta sinalizagdo ocorre a ativacao de enzimas intracelulares, como as caspases
desencadeantes (caspase 8 e 10), que encontravam-se inativas. Estas enzimas irdo ativar as
caspases executoras (caspase 3, 6 e 7) que irdo destruir estruturas celulares culminando com
a morte da célula. Todos os eventos bioquimicos ocorrem de forma dindmica e simultinea
(HAJRA & LIU, 2004).

No caminho intrinseco da apoptose, uma organela de grande importancia, ¢ a
mitocondria, que apds recebidos os sinais de morte, aumenta a permeabilidade ao
citocromo ¢ por mecanismos ainda desconhecidos (SARASTE & PULKKI, 2000). Este
fator localiza-se no espago entre a membrana interna e externa da mitocondria, € liberado
para o citoplasma e liga-se ao Apaf-1 que ativa as caspases desencadeantes (caspase 9)
(GREN & REED, 1998). Um outro mecanismo via mitocondria se da através da ativagao
do fator indutor de apoptose (AIF) (JOZA, 2001). Este fator localiza-se no espago entre a
membrana interna e externa da mitocondria, sendo liberado dessa organela apds estimulo
de morte celular. Ele age independente das caspases, pois se desloca a partir da
mitocondria, passa pelo citoplasma e alcanga o nucleo, onde interage com o DNA,
causando a condensagdo e a fragmentacdo deste a partir da ativacdo das endonucleases

(GESKE & GERSCHENSON, 2001).
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Ha outras enzimas importantes que participam da apoptose. A endonuclease
enddgena ¢ ativada na presenca dos ions calcio € magnésio e estd presente no nucleo. Essa
enzima atua de forma a promover a fragmentacao internucleossomica do DNA formando
fragmentos de 180 a 200 pares de bases (ARENDS er al., 1991). A transglutaminase
também ¢ uma enzima importante na apoptose. Promove a ligacdo cruzada entre proteinas
citoplasmaticas e membrana celular, tendo a finalidade principal de manter a integridade
celular durante a formagao dos corpos apoptoéticos, impedindo a liberagao dos constituintes
celulares para o meio extracelular (ARENDS et al., 1991). A enzima flipase fornece
energia e faz com que a fosfatidilserina, que ¢ um fosfolipideo da membrana celular, passe
da porcao interna da membrana celular para a por¢ao externa, facilitando o reconhecimento
dos corpos apoptoticos pelos fagocitos. As caspases também tém sido implicadas na
externalizacao da fosfatidilserina (FADOK, 1992; MARTIN, 1996; SARASTE & PULKI,
2000).



21

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Elucidar a participagdo da apoptose nas lesdes epiteliais e subepiteliais encontradas

nos tipos reticular e erosivo do liquen plano bucal.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Quantificar a apoptose no epitélio, nas camadas basal e parabasal, utilizando os
critérios morfologicos validados através de reacdo de TUNEL e de imunohistoquimica

(M30 CytoDEATH) nas lesdes de LPB dos tipos reticular e erosivo.

3.2.2. Mensurar via morfometria € comparar a espessura média epitelial nas lesdes de

liquen plano bucal dos tipos reticular e erosivo;

3.2.3. Quantificar e comparar a apoptose, o percentual de ceratindcitos “livres” e a
celularidade no infiltrado inflamatério subepitelial utilizando a reacdo de TUNEL nas

lesdes de liquen plano bucal dos tipos reticular e erosivo.

3.2.4. Avaliar uma possivel associacdo entre a apoptose no epitélio e no infiltrado

inflamatorio subepitelial nas lesdes de LPB dos tipos reticular e erosivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencdio das Amostras e Processamento do Material

Nesse estudo retrospectivo foram selecionadas lesdes de pacientes diagnosticados
clinica e histologicamente como liquen plano bucal dos tipos reticular e erosivo, que foram
atendidos e submetidos a biopsia com finalidade de diagnostico nas Clinicas de
Estomatologia da Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais (PUC/MG). As
amostras foram fixadas em formol a 10%, processadas rotineiramente e incluidas em blocos
de parafina. Para selecdo dos campos microscopicos analisados neste estudo utilizou-se
como critério de inclusdo, areas mais inflamadas do epitélio ainda integro (sem ulceragao)
das camadas basal e parabasal nas lesdes de LPB dos tipos reticular e erosivo.

Para o grupo controle, foram utilizados 10 fragmentos de mucosa clinicamente
normal, comprovadas histologicamente estarem sem inflamacgdo, selecionadas na clinica de
cirurgia oral e de implantodontia da Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais
(PUC-MG) obtidas a partir de acerto de tecido mole em procedimentos cirurgicos para
colocagdo de implantes. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com a
permissdo de todos os participantes.

A amostragem constou de 15 lesdes de LPB reticular, 15 lesdes de LPB erosivo e 10
fragmentos de mucosa considerada clinicamente normal, como grupo controle.

Foram realizados cortes em secc¢des de 4pim de espessura de todos os casos de LPB e
de mucosa normal. As sec¢des de 4pm obtidas foram coradas pelo método de Tricromico de
Shorr sendo submetidas a estudo morfolégico em microscopia de luz para identificacdo e
contagem das células e corpos apoptoticos. O Tricromico de Gomori foi utilizado para
mensurar morfometricamente a espessura média epitelial. Reagdes de TUNEL e
imunohistoquimica com M30 CytoDEATH foram realizadas para validar -critérios
morfolégicos empregados para identificagdo e quantificacdo da apoptose no epitélio e

infiltrado inflamatério subepitelial.
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4.2. Mensuracao da Espessura Média do Epitélio

Para a morfometria da espessura média do epitélio, imagens obtidas com objetiva de

4x permitiram a visualizacdo da sec¢do no seu comprimento como um todo, com camada
basal, espinhosa, granulosa e cornea. A média da espessura epitelial em pum foi estimada
através da mensuragdo da area em Pm® sobre do infiltrado inflamatorio A (Figura 1) e

dividindo esta pela dimensao horizontal B em pm (KARATSAIDES et al., 2003).

Espessura epitelial média = drea A em pum? / distincia horizontal B em pm |

Epitélio

7/

Camada Lamina propria
basal

Figura 1. Desenho esquematico ilustrando a mensurag@o para o calculo da espessura média do epitélio
(adaptado de KARATSAIDIS et al., 2003).

4.3. Pardmetros e Estratégia Morfométrica

O nimero minimo representativo de campos microscOpicos para a andlise
morfométrica foi determinado a partir da contagem inicial do nimero maximo de campos
tomados de uma lamina, coradas com Tricromico de Shorr, escolhida aleatoriamente.
Desses, formaram-se 10 subamostras com nimero crescente de campos (5, 10, 15... até 50)
retirados aleatoriamente com reposi¢do. De cada grupo, calculou-se a média aritmética e
respectivo Coeficiente de Variagdo (CV) para cada tamanho amostral. A medida que o
tamanho da amostra aumenta, os CVs tendem a diminuir até se estabilizar. Assim, quando o

incremento do numero de campos ndo resultou em redugdo consideravel no valor do
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coeficiente de variacdo considerou-se que o tamanho daquela amostra como minimo
representativo (SAMPAIO, 1998; MORO et al., 2004). A variagdo do numero de células dos
grupos estudados tanto para o epitélio quanto para o infiltrado inflamatorio estabilizou-se a
partir de 20 campos. As imagens foram digitalizadas em microcamera (JVC TK-1270/JGB)
e transferidas para o analisador de imagens (Kontron Elektronics, Carl Zeiss - KS300 versao

2.0) (CALIARI, 1997).

Nimero minimo de campos representativo

Coeficiente devariagio

2,16

1] T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

n?de campos

Grafico 1: Determinagdo do nimero minimo representativo de campos microscopicos para obtengao do indice
apoptdtico (IA) no epitélio.
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Grafico 2: Determinagdo do nimero minimo representativo de campos microscopicos para obtengao do indice
apoptotico (IA) no infiltrado inflamatorio subepitelial.
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4.4. Quantificacio do Indice Apoptético no Epitélio

Para a quantificacdo de células apoptoéticas, foram consideradas as caracteristicas

morfologicas peculiares do processo segundo VASCONCELOS (2001).

Para a quantifica¢do, na camada basal e parabasal, das células epiteliais em apoptose
e de células epiteliais totais foram utilizadas as laminas coradas em Tricromico de Shorr. A
contagem foi feita com objetiva de imersao (100X) perfazendo 20 campos (obtidos como o
numero minimo representativo de campos aleatorios) de cada lamina e em cada grupo
(reticular, erosivo e controle). A proporg¢do entre as células em apoptose e as células normais
corresponde ao indice apoptdtico. As células foram contadas duas vezes pelo mesmo
observador, em dias diferentes, em campos escolhidos ao acaso e foram contadas em areas
com presenga de intenso infiltrado inflamatorio subepitelial, excluindo-se as areas de
ulceragdo. Quando houve duvida na caracterizagdo morfologica da célula como em

apoptose, a mesma nao foi contada.

[A =) n°de células em apoptose / > n° de células totais x 100

4.5. Quantificacdo do Indice Apoptético no Infiltrado Inflamatorio

Para a quantificacdo das células inflamatorias em apoptose e das células
inflamatorias totais foram utilizadas as laminas dos grupos reticular e erosivo submetidas a
reacdo de TUNEL. A quantificagdo foi feita com imagens digitalizadas obtidas com a
objetiva de imersdao (100X) perfazendo 20 campos (obtidos como o nimero minimo
representativo de campos aleatorios) de cada 1amina e em cada grupo. A propor¢do entre as
células em apoptose e as células normais corresponde ao indice apoptdtico. As células foram
contadas trés vezes pelo mesmo observador, em dias diferentes, em campos escolhidos ao

acaso e foram contadas em areas com presenca de intenso infiltrado inflamatorio
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subepitelial, excluindo-se as areas ulceradas. Quando houve duvida na caracterizagdo

morfologica da célula em apoptose, a mesma nao foi contada.

IA =5 n°de células em apoptose / 3 n° de células totais x 100

4.6. Obtencdo do Percentual de Ceratinocitos “livres” no Infiltrado Inflamatorio

Para a quantificagdo dos ceratindcitos “livres” presentes no Infiltrado Inflamatério e
das células inflamatorias totais foram utilizadas as laminas dos grupos reticular e erosivo
submetidas a reacdo de TUNEL. A quantificacdo foi feita com imagens digitalizadas obtidas
com objetiva de imersdo de 100X perfazendo 20 campos (obtidos como o numero minimo
representativo de campos aleatorios) de cada lamina e em cada grupo. A proporc¢do entre 0s
ceratinocitos “livres” no Infiltrado Inflamatoério e as células totais corresponde ao percentual
de ceratindcitos. As células foram contadas trés vezes pelo mesmo observador, em dias
diferentes, em campos escolhidos ao acaso e foram contadas em 4reas com presenca de
intenso infiltrado inflamatério subepitelial, excluindo-se as areas de ulceragdo. Quando
houve duvida na caracterizacdo de uma célula como sendo ceratindcito, esta nao foi
considerada. O percentual de ceratinocitos “livres” foi definido pelo niumero de ceratindcitos
“livres” no infiltrado inflamatério dividido pelo numero de células totais multiplicado pelo

fator 100.

% Ceratinocitos =) n° ceratinocitos no Il / ) n° células totais no II x 100

4.7.  Quantificacdo da Celularidade no Infiltrado Inflamatoério Subepitelial

Para a quantificacdo da celularidade no Infiltrado Inflamatério, foram utilizadas as
laminas dos grupos reticular e erosivo submetidas a reagdo de TUNEL. A quantificagdo foi

feita com imagens digitalizadas obtidas com objetiva de imersdo de 100X perfazendo 20
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campos (obtidos como o nimero minimo representativo de campos aleatorios) de cada
lamina e em cada grupo. A diferenca entre o nimero de células totais subtraido do numero
de ceratindcitos “livres” no Infiltrado Inflamatério subepitelial corresponde a celularidade.
As células foram contadas trés vezes pelo mesmo observador, em dias diferentes, em
campos escolhidos ao acaso e foram contadas em areas com presenga de intenso infiltrado
inflamatério subepitelial, excluindo-se as areas de ulceracdo. Quando houve duvida para
caracterizagdo morfologica de uma célula como sendo uma célula do infiltrado inflamatorio

ou um ceratindcito, a mesma ndo foi considerada.

Celularidade = ) n° de células totais - ) n° de ceratindcitos “livres”

4.8. Validacdo dos Critérios Morfologicos utilizados para o IA no Epitélio

4.8.1. Reacido de TUNEL

Para a validagdo dos critérios morfolégicos da quantificacdo do indice apoptotico
foram executadas as técnicas do TUNEL (7dT-FragEL ™ DNA Fragmentation Detection
Kit, Cat QIA33, Calbiochem) e a imunohistoquimica com o M30 CytoDEATH (M30
CytoDEATH, Mouse monoclonal Ab, Clone M30, Cat 2 140 322, Roche).

Para a técnica do TUNEL, as laminas silanizadas contendo os cortes passaram por 2
banhos de xilol por 5 minutos cada banho. A seguir, os cortes foram hidratados em banhos
decrescentes de etanol, sendo dois banhos de alcool absoluto por 5 minutos cada, e banhos
de 3 minutos em alcool 95%, alcool 90%, alcool 80% e alcool 70%. Os cortes, entdo, foram

lavados em TBS.

Para permitir maior penetragdao do tampao contendo TdT e nucleotideos marcados,
foi feita a imersao em Tampao Citrato pré aquecido por 5 minutos e posteriormente aplicada
a Proteinase K (2mg/ml) diluida em Tris 10mM na propor¢do 1:100 durante 20 minutos,

sendo em seguida, lavado 1X com TBS.
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Para o bloqueio da peroxidase enddgena, utilizou-se o peroxido de hidrogénio a 30
vol diluido em metanol na propor¢ao de 1:10 durante 5 minutos, sendo em seguida, lavado
I1X com TBS. O excesso da solu¢ao ao redor do corte foi removido e as laminas foram

cobertas com tampao de equilibrio por 10 minutos.

Foi aplicado 60pul de enzima TdT diluida (57ul de Labeling Reaction Mix adicionada
a 3ul de enzima TdT) em cada corte, sendo posteriormente cobertos com protetores
plésticos (quadrados de Parafilme) e incubados em camara iimida a 37°C, durante 24 horas.
Apos este tempo, o protetor plastico foi removido, os cortes foram lavados em 1X com TBS
e posteriormente cobertos com 100ul de tampdo de parada por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, os cortes foram novamente lavados em 1X com TBS e cobertos com

100 ul de tampao de bloqueio durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Foi feita a dilui¢do do conjugado em tampado de bloqueio na propor¢do de 1:50. Os
cortes foram cobertos com 100ul da dilui¢ao e incubados por 45 minutos, em camara imida,

a temperatura ambiente, sendo em seguida lavados em 1X com TBS.

Para revelar a reacdo, os cortes foram cobertos com 100ul da solucao de DAB, por
15 minutos, a temperatura ambiente, sendo em seguida lavados em agua destilada. Os cortes
foram submetidos a contra-coloragdo com verde de metila, durante 20 minutos, a
temperatura ambiente. Posteriormente os cortes foram desidratados em 2 banhos (4X) em

alcool absoluto, e 1 banho (4X) em xilol, e seguido da montagem das laminas.

4.8.2. Imunohistoquimica para o M30 CytoDEATH

Para o M30 CytoDEATH, foi utilizado um anticorpo (clone M30) monoclonal de
camundongo. A imuno-reatividade do anticorpo M30 ¢ confirmada no citoplasma das
células apoptoticas. Ele ¢ indicado para aplicagdo em seccdes de tecidos epiteliais
embebidos em parafina. As citoceratinas, em particular a citoceratina 18, sdo afetadas em
estagios precoces da apoptose. O anticorpo M30 CytoDEATH reconhece o sitio de clivagem

da caspase especifica da citoceratina 18. Conseqiientemente o M30 CytoDEATH ¢ uma



29

ferramenta eficaz para detectar facil e realmente a apoptose em estidgios precoces em

seccoes de tecidos (ROCHE, 2002).

Para a execucdo da técnica as amostras foram incubadas a 37°C durante a noite.
Foram imersas em 2 banhos de xilol por 15 minutos cada banho. A seguir, os cortes foram
hidratados em banhos decrescentes de etanol, sendo dois banhos de dlcool 96%, seguido de
70%, com 30 mergulhos cada banho. Em seguida, os cortes foram imersos em metanol/H,O,
(3%) por 10 minutos a temperatura ambiente. Os cortes entdo foram lavados 2X em agua

destilada.

Apoés a seqiiéncia de preparacao das amostras, foi feito um pré-aquecimento do
tampao citrato em microondas a 750W at¢ ebuli¢do. A seguir, as amostras foram imersas na
solucdo de acido citrico pré-aquecida e retornadas para o microondas até atingirem o ponto
de ebulicdo. Nesse momento, o microondas foi ajustado para 100W, mantendo-se nesta
temperatura por 15 minutos. A seguir, as amostras foram esfriadas a temperatura ambiente
por 5 minutos e enxaguadas em 3 banhos de PBS e incubadas por 2 minutos em outro

recipiente contendo PBS.

As seccdes foram bloqueadas com tampao de incubacao (PBS contendo1% de BSA e
0,1% de Tween 20) por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
removidas do tampdo de incubacdo e adicionadas a 100 pl do anticorpo por 1 hora a
temperatura ambiente, em camara umida. A seguir, as amostras foram lavadas em tampao de
lavagem (PBS contendo 0,1% de Tween 20), utilizando-se 3 jarros separados e mergulhando
30X em cada jarro. Na seqiiéncia, as amostras foram cobertas com 100 pl do anticorpo
secundario (1 pl/ml) e incubadas a 37°C, em camara umida, por 30 minutos. Posteriormente
as secgoes foram lavadas em tampao de lavagem, utilizando 3 jarros separados e
mergulhadas 30X em cada jarro. Em seguida, foram cobertas com 100 pl de Streptavidin-
POD (0,5 U/ml) e incubadas a temperatura ambiente, em camara imida, por 30 minutos. Os
cortes foram novamente lavadas em tampao de lavagem, utilizando 3 jarros separados e

mergulhadas 30X em cada jarro.

Para revelag¢do da reacdo, os cortes foram cobertos com 100ul da solugdo de DAB,

por 40 minutos, a temperatura ambiente, seguidos de lavagem em 2X de agua destilada. Os
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cortes foram contra-corados com hematoxilina, em 2 banhos rapidos, desidratados, seguido

da montagem das ldminas.

4.4. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo ou mediana, conforme
tenham tido uma distribuicdo normal ou ndo, como verificado pelo teste de Ko/mogorov-
Smirnov. Resultados com distribuicdo normal foram comparados pelo teste t de Student
para avaliar eventuais diferencas entre as amostras. Resultados com distribui¢do nao normal
foram comparados pelo teste de Mann Whitney. Os valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Para avaliar a existéncia de eventuais correlagdes entre a apoptose e a
espessura média do epitélio, entre a apoptose no infiltrado inflamatorio e a apoptose no
epitélio, entre a celularidade do infiltrado inflamatério e a apoptose do infiltrado
inflamatorio e entre a celularidade e a apoptose do epitélio, os resultados foram analisados
pelo teste de Correlagdo de Pearson. Para testar a associagdo entre a apoptose no infiltrado
inflamatério e a ocorréncia de ceratindcitos livres, utilizou-se Correlagdo de Spearman

(dados nao paramétricos). Nestas analises foi usado o programa GraphPad Prism 3.0
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S. RESULTADOS

Em todas as laminas de LPB coradas em Tricromico de Shorr foram observados na
regido da camada basal e parabasal, em numero variavel, corpos esféricos com halo claro
ao redor, eosinofilicos, apresentando condensacdo nuclear. Essas estruturas recebem o
nome de corpos de “Civatte” ou coldides e correspondem aos corpos apoptdticos
resultantes da destruicdo dos ceratindcitos basais pelo fendmeno de apoptose. Abaixo da
camada basal do epitélio, observou-se a presenca de intenso infiltrado inflamatorio

mononuclear, predominantemente linfocitario, disposto em banda (Figura 2).

Figura 2: Fotomicrografias de LPB do tipo erosivo corado em tricromico de Shorr (Barra = 10 pm). A)
Observa-se a desestruturagdo da camada basal do epitélio com células em apoptose e corpos apoptoticos com
halo claro ao redor (corpos de Civatte - setas) e a presenca de intenso infiltrado inflamatorio subepitelial. B)
Detalhes em maior aumento.

As secgdes processadas pelo método de marcagdo in situ (TUNEL) confirmaram os
achados em Shorr, apresentando marcacao positiva dos fragmentos nos ceratinocitos basais
e suprabasais. Os nicleos com marcagdo positiva apresentaram intensa coloragdo marrom

(Figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografias de LPB do tipo erosivo mostrando reagdo de TUNEL (Barra = 10 pm). A)
Observar marcagdo positiva para fragmentagdo do genoma (TUNEL +) nos ceratindcitos basais e parabasais
(setas). B) Detalhes em maior aumento.

As seccdes processadas pelo método M30 CytoDEATH confirmaram novamente os
achados em Tricromico de Shorr, apresentando marcagdo positiva dos fragmentos nos
ceratinocitos basais e suprabasais nas lesdes de LPB. Os citoplasmas com marcagdo positiva

mostraram intensa colora¢do marrom-avermelhada (Figura 4).

Figura 4: Fotomicrografias de LPB do tipo reticular mostrando reag@o positiva do M30 CytoDEATH contra-
coradas com hematoxilina (Barra = 10 um). A) Observar marcacgdo positiva no citoplasma dos ceratinocitos
basais e parabasais (setas). B) Detalhes em maior aumento.

As secgdes processadas pelo método M30 CytoDEATH para o grupo controle
apresentando marcagdo negativa dos fragmentos nos ceratindcitos basais e parabasais

(Figura 5).
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Figura 5: Fotomicrografias em regides diferentes de mucosa bucal normal mostrando rea¢do negativa do M30
CytoDEATH (Barra = 10 pm). Observar escassa marcagao nos ceratinocitos basais e parabasais. A) e B)

Os resultados obtidos do Indice Apoptotico (IA) e da Espessura Média do Epitélio,
passaram pelo teste de normalidade (Kolmogorov Smirnoff) e foram analisados pelo teste t
de Student. O 1A do epitélio no grupo controle foi menor (4,87 + 0,17) que o grupo reticular
(26,85 £ 0,72) e este menor que o erosivo (57,27 + 0,92), com p<0,0001. Ja a Espessura
Média do Epitélio foi maior no grupo controle (248,70 £ 25,24) que no grupo reticular
(171,30 = 11,21) e esta maior que o erosivo (117,90 + 7,13), com p<0,0001 (Grafico 3 e 4).

Controle Reticular Erosivo
Grupos

Grafico 3: Distribui¢ao do indice apoptdtico (IA) do epitélio obtido
nos grupos controle, reticular e erosivo (p<0,0001).
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Grafico 4: Avaliagdo da espessura média do epitélio nos grupos
controle, reticular e erosivo (p<0,0001).

Nas laminas de LPB do tipo erosivo submetidas a reagdo de TUNEL foram
observados em meio ao infiltrado inflamatdrio subepitelial (corado geralmente pelo verde
de metila), a presenca de células maiores, com nucleos mais proeminentes de forma
arredondada ou ovalada, (corados em marron pela reacdo positiva ao TUNEL). Tais células
foram identificadas como ceratinécitos “livres”. Nas laminas de LPB do tipo reticular foi

observada a presenca de células inflamatdrias retraidas, apresentando condensagdo da

cromatina e contornados por halo claro, caracteristicas peculiares de células em apoptose

(Figura 6).
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Figura 6: Fotomicrografias de LPB mostrando reagdo de TUNEL contra-coradas com verde de metila (Barra =
10 um). A) LPB do tipo erosivo com ceratindcitos “livres” em meio as células do infiltrado inflamatério
(setas). e B). LPB do tipo reticular com maior nimero de células inflamatérias em apoptose (setas).
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Os resultados obtidos do indice apoptotico (IA) e da celularidade do infiltrado
inflamatério subepitelial passaram pelo teste de normalidade (Kolmogorov Smirnoff) e

foram analisados pelo teste t de Student. O 1A do infiltrado inflamatorio no grupo reticular
foi maior (18,88+.0,81) que o do grupo erosivo (6,58 * 0,39), com p<0,0001 (Grafico 5). A
celularidade no grupo erosivo foi maior (73,24+2,83) que no grupo reticular (53,96%1,68),

com p<0,0001 (Grafico 6).

IA - Infiltrado Inflamatorio

204
= 10+
0
Erosivo Reticular
Tipos de LPO

Grafico 5: Distribuicdo do indice apoptotico (IA) do infiltrado inflamatorio subepitelial
nos grupos reticular e erosivo (p<0,0001).

Celularidade do infiltrado
inflamatorio
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Grafico 6: Distribuicao do total de células no infiltrado inflamatoério
nos grupos reticular e erosivo (p<0,0001).
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Os resultados obtidos do percentual de ceratindcitos “livres” no infiltrado
inflamatério ndo passaram pelo teste de normalidade (Kolmogorov Smirnoff, p=0,0412) e
foram analisados pelo teste de Mann Whitney (ndo paramétrico). A percentagem de
ceratindcitos “livres” no infiltrado inflamatorio no grupo reticular foi menor (Mediana:
3,98; Amplitude: 0,0 a 22,45) que no grupo erosivo (Mediana: 16,23; Amplitude: 3,42,, a
40,38), com p<0,0001 (Grafico 7).

% Ceratinocitos

204

104

Ceratinécitos

Erosikvo Reticular
Tipos de LPO

Grafico 7: Distribuicao do percentual de ceratindcitos “livres” no infiltrado inflamatorio
nos grupos reticular e erosivo (p<0,0001).

Os resultados obtidos para as correlagdes entre a apoptose e a espessura média do
epitélio (= -0,6454; p= 0,0003), entre a apoptose no infiltrado inflamatorio e a apoptose no
epitélio (r= -0,6344; p <0.0001) (Graficos 8A e B), entre a celularidade e a apoptose do
infiltrado inflamatério (r=-0,1833; p=0,0138) (Grafico 9A) e entre e a apoptose do
infiltrado inflamatério e ceratindcitos “livres” (r = -0,5510; p<0.0001) (Grafico 10),
apresentaram correlacao negativa. Ja os resultados obtidos entre a celularidade do infiltrado
inflamatorio e a apoptose do epitélio (r= 0,2167; p= 0,0035) (Grafico 9B) apresentaram

correlacdo positiva, sendo todos os resultados estatisticamente significativos.
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Graficos 8 A).: Correlagdo negativa entre IA do Epitélio e Espessura Epitelial (r= -0,6454; p= 0,0003) ¢ B).:

Espessura Epitelial

Correlacdo negativa entre os IAs do Epitélio e do Infiltrado Inflamatdrio (r = -0,6344; p<0.0001).
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Graficos 9 A).: Correlagdo negativa entre IA e Celularidade do Infiltrado Inflamatorio (r = -0,1833; p=0,0138)
e B).: Correlagdo positiva entre IA do Epitélio e Celularidade do Infiltrado Inflamatério (r= 0,2167; p=
0,0035).

Correlacao de Spearman

404

IA Infiltrado

o 10 20 30 40 a0
Ceratinécitos no Infiltrado

Grafico 10: Correlagdo negativa entre IA do Infiltrado Inflamatorio e
Ceratinocitos livres (r = -0,5510; p<0.0001).
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6. DISCUSSAO

A apoptose desempenha um papel fundamental em varias alteragdes patologicas que
ocorrem na cavidade bucal. LORO et al. (2005), em uma revisao de literatura, citaram os
varios trabalhos existentes demonstrando a ocorréncia e o papel da apoptose nas varias
doengas que acometem a boca, tais como ulceras aftosas, doencas vesiculo-bolhosas,
infeccdes virais, doengas periodontais, cistos e tumores da cavidade bucal, além do LPB.

Investigou-se nesse trabalho o indice apoptotico (IA) nas camadas basal e parabasal
do epitélio, a espessura epitelial, o IA, o percentual de ceratindcitos “livres” e a
celularidade no infiltrado inflamatorio subepitelial, nas lesdes de LPB dos tipos reticular e
erosivo ¢ avaliou-se se havia correlacao entre esses achados.

A escolha destas duas formas clinicas de LPB deveu-se a dois fatores: o tipo
reticular ¢ a forma mais comum de ocorréncia do LPB e o tipo erosivo, além de causar
grande desconforto bucal, reflete uma fase mais destrutiva da doenca (FANTASIA, 1997).

As principais caracteristicas no LPB incluem lesdes a camada epitelial basal
formando corpos coldides ou de “Civatte”, os quais foram ultra-estruturalmente definidos
como ceratinocitos em apoptose (SHIMIZU et al., 1997). Parece que o infiltrado
inflamatorio tem um papel importante na lesdo sofrida pelo epitélio.

DEKKER et al. (1997) e BLOOR et al. (1999) estudando a apoptose no epitélio nas
lesdes de LPB, demonstraram a fragmentacao do genoma dessas células.

Nesse estudo, o IA foi maior nas lesdes de LPB quando comparado a mucosa bucal
normal, sendo que o tipo erosivo apresentou um IA mais alto em rela¢do ao tipo reticular.
Isto esta em concordancia com NEPPELBERG ef al. (2001) que relataram um aumento do
numero de células apoptoticas no epitélio no LPB, quando comparadas com a mucosa bucal
normal.

Entretanto, KARATSAIDES et al (2004) encontraram um nimero aumentado de
células marcadas pela reacdo de TUNEL na camada basal e em parte da camada espinhosa
no epitélio das lesdes de LPB, quando comparada a mucosa bucal normal. Muitas destas
células mostraram também dupla marcacgdo para a imunohistoquimica sendo interpretadas

como sendo linfécitos CD4+ ou macrofagos CD68+ em apoptose. Nesse estudo, o nimero
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de ceratindcitos apoptoticos presentes na camada basal e em parte da espinhosa foram
similares entre as lesoes de LPB e a mucosa bucal normal.

Em contrapartida, outros autores avaliaram a expressao da caspase 3 no LPB
(TOBON-ARROYAVE et al., 2004; BASCONES et al., 2005). A caspase 3 ¢ um marcador
altamente especifico da apoptose. Os resultados mostraram que a propor¢ao de células
marcadas com caspase 3 foi significativamente mais alta em todas as formas de LPB
comparadas a mucosa bucal normal (TOBON-ARROYAVE et al., 2004) indicando que as
células basais sdo o alvo do ataque dos linfocitos (BASCONES et al., 2005).

A apoptose parece estar envolvida no mecanismo de morte celular no LPB,
conforme evidenciado nas fotomicrografias obtidas nesse trabalho, onde pode-se observar a
desestruturacao da camada basal do epitélio e a presenca dos corpos de “Civatte” (Figura
2). Existem algumas controvérsias neste tema. Karatsaides et al. (2004) consideram que a
apoptose ndo ¢ tdo importante na patogenia do processo, ¢ acreditam que as imagens de
apoptose epitelial seriam melhores interpretadas como linfocitos intra-epiteliais. De
qualquer maneira, parece logico que ocorra morte e reabsorcdo celular para que a
diminuicdo da espessura do epitélio venha a ocorrer, como acontece nos tipos mais
agressivos de LPB.

Para validagdo dos critérios morfologicos utilizados para o IA no epitélio, foi
utilizada a reagdo de TUNEL e também uma imunohistoquimica (M30 CytoDEATH).
Muitas das células que mostraram morfologia para apoptose no Tricromico de Shorr
também mostraram marcacao positiva nas técnicas de TUNEL e M30 CytoDEATH (Figuras
3e4d).

Nesse trabalho encontrou-se maior quantidade de células apoptoticas que em outros
estudos relativos a apoptose no epitélio nas lesdes de LPB (KARATSAIDES et al., 2004 e
2007). Uma eventual explicagdo para resultados pouco expressivos em termos de apoptose
em outros estudos enfocando o LPB seria a utilizagdo de lesdes ja graves e intensas, com
ulceragdes que, no caso, ja ndo se prestariam para identificar adequadamente o processo de
morte celular programada. Uma outra explicagdo ¢ a de que quando se trabalha com LPB
em fase inicial, pouca lesdo epitelial se faz presente em virtude de um escasso infiltrado
inflamatério subepitelial. Para qualquer estudo visando esclarecer esta questdo, devem ser

considerados a janela de tempo, um solido critério de inclusdo e exclusao e uma
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classificagdo dos diferentes tipos clinicos de LPB, de maneira a se permitir inferir sobre os
diversos momentos e etapas evolutivas da doenga.

Nesse trabalho utilizaram-se como critério de inclusao as areas mais inflamadas do
epitélio ainda integro (sem ulceragdo), sendo que a quantificagdo foi feita considerando
somente a camada basal e parabasal, por serem as que mais sofrem agressao pelo infiltrado
inflamatério linfocitario subjacente. Além disso, a apoptose nas camadas espinhosa e
cornea da mucosa poderia mascarar os resultados por serem camadas onde a apoptose
ocorre fisiologicamente ja que essa ¢ uma regido de diferenciacdo terminal dos
ceratinocitos. Como critério de inclusdo para o grupo controle, amostras de mucosa bucal
sadia foram obtidas nas clinicas de implantodontia, tendo sido incluidas somente as
mucosas que se apresentavam histologicamente sem inflamagao, papilas ou acantose.

Outro ponto a ser considerado quando se estuda apoptose no LPO é com relagio ao
grupo controle. Na maioria dos estudos o grupo controle ¢ obtido a partir de acerto de
tecido mole apo6s exodontia de terceiros molares. Nesse trabalho, considerou-se que esse
nao ¢ um bom modelo para se utilizar uma vez, que nestes casos, normalmente a mucosa
bucal apresenta-se ligeiramente inflamada, o que poderia influenciar nos resultados. Nesse
estudo, foram utilizadas amostras de mucosas clinicamente sadias, obtidas nas clinicas de
implantodontia onde, num segundo momento cirtrgico, quando sdo retirados os
provisoérios, € feito um acerto da mucosa ao redor dos implantes para posterior colocagao
das proteses definitivas. Trata-se nesse caso de uma mucosa muito mais integra e sadia,
sendo considerada como um grupo controle mais adequado.

No presente estudo, encontrou-se uma espessura epitelial média menor no LPB
erosivo em comparagao ao reticular e também menor nesse em relacdo a mucosa bucal
normal. Isso estd em concordancia com os achados de KARATSAIDES et al. (2003) que
relataram resultados similares em relagdo a espessura média do epitélio nas lesdes reticular
e erosiva de LPB.

A reducdo na espessura epitelial € uma caracteristica comum no LPB, mas nesse
estudo observou-se que a espessura epitelial varia com a forma clinica e pode estar
relacionada com o [A. Alguns pacientes com a forma clinica reticular de LPB apresentaram
uma espessura epitelial média dentro da faixa de normalidade, mas todos os pacientes com

a forma erosiva de LPB mostraram valores reduzidos. E possivel que as diferengas clinicas
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entre as formas reticular e erosiva sao reflexos das variagdes bioldgicas encontradas nestes
dois tipos de LPB.

Nesse trabalho observou-se uma correlagdo negativa entre a espessura epitelial e a
intensidade de apoptose. No epitélio mais fino observou-se maior ocorréncia de apoptose.
Encontrou-se um alto IA com uma reduzida espessura epitelial no tipo erosivo de LPB. Por
outro lado, no grupo controle encontrou-se um baixo IA com valores maiores de espessura
epitelial. J& no tipo reticular os valores de IA e espessura média do epitélio variou entre o
tipo erosivo e o grupo controle. O resultado da Correlagdo de Pearson indica que o aumento
da apoptose se associa com a diminuicdo da espessura epitelial no LPB. Trata-se da
primeira abordagem a esta questdo e o resultado parece logico, apesar de inédito, se se
considera que a apoptose ¢ o mecanismo de reabsor¢ao das células dos epitélios de
revestimento (KARATSAIDES et al., 2003; LORO et al., 2005).

Os estudos considerando a apoptose no LPB tém concentrado especialmente sobre o
epitélio incluindo os ceratindcitos basais e parabasais. A apoptose no infiltrado inflamatério
do LPB tem sido pouco estudada (NEPPELBERG et al., 2001). A apoptose ¢ considerada
importante na resolug@o de processos inflamatérios, sendo responsavel pela eliminagdo das
células inflamatorias quando o processo diminui a atividade (WYLLIE, 1991; SEARLE et
al., 1982). No entanto, no que se refere ao LPB, ndo tem sido dada a devida importancia
quanto a avaliagdo da apoptose no infiltrado inflamatorio subepitelial. Sdo poucos os
trabalhos que abordam esta questdo, sendo que a maioria dos autores ndo diferencia os tipos
de LPB (NEPPELBERG et al., 2001; BASCONES et al., 2006). BASCONES et al. (2006)
observaram que no LPB ocorre pouca apoptose no infiltrado inflamatorio subepitelial. E
possivel que na inflamagao, enquanto ativa, ocorra maior recrutamento de novas células
que apoptose das mais antigas, aumentando a sobrevida média das células do infiltrado, o
que ajuda a explicar a presenca intensa dos linfécitos T abaixo da camada basal do epitélio.
Os resultados deste trabalho indicam e sustentam esta hipotese.

Ja NEPPELBERG et al. (2001) demonstraram uma alta expressao do complexo
FasR/FasL tanto no epitélio quanto no infiltrado subepitelial no LPB em geral. Segundo os
mesmos autores, a apoptose era mais freqiiente nas células epiteliais da camada basal que
nos linfocitos subepiteliais, explicando a diminui¢do da espessura epitelial no LPB. E

possivel que o sinal produzido pela ligagdo FasR/FasL para a morte celular via apoptose
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esteja sendo bloqueado pela atividade das células inflamatorias, causando escape da
apoptose no infiltrado pela expressao de alguma molécula antiapoptoética como o Bel-2, por
exemplo. Esta assertiva abre um amplo campo para pesquisa ¢ deve ser considerada em
estudos futuros.

Por qual dos mecanismos as células inflamatorias permanecem no foco da lesdo, se
por um permanente recrutamento dessas células ou por mecanismos de evasao da apoptose,
ainda existe a necessidade de novos estudos. Acredita-se que os dois fatores possam estar
agindo simultaneamente, mas diferentemente quando se comparam os tipos reticular e
erosivo de LPB. Entretanto, a presenca de um intenso infiltrado inflamatdrio subepitelial
nas lesdes de LPB ¢ algo inquestionavel.

Nesse trabalho, diferentemente dos demais, investigou-se o IA, o percentual de
ceratinocitos “livres” e a celularidade do infiltrado inflamatério subepitelial nas lesdes de
LPB dos tipos reticular e erosivo e observou-se algumas variagdes significativas. O IA do
infiltrado inflamatorio subepitelial nas lesdes de LPB foi maior no tipo reticular quando
comparado ao tipo erosivo (Grafico 5). Ja a celularidade foi o inverso: menor no tipo
reticular e maior no tipo erosivo (Gréfico 6).

Estudos anteriores sugerem que as alteragdes sofridas pelas células da camada basal
e parabasal do epitélio nas lesdes de LPB sao iniciadas pelas c€lulas inflamatdrias presentes
abaixo da camada basal do epitélio, que produzem diferentes citocinas capazes de ativar a
apoptose dos ceratindcitos basais (SUGERMAN et al., 2000; KARATSAIDES et al.,
2003). Os mecanismos envolvidos entre as células do infiltrado inflamatdrio subepitelial e a
lise da camada basal do epitélio ainda ndo estdo bem claros, mas acredita-se que exista uma
real correlacdo entre esses dois fatores.

Nesse estudo, observou-se uma relacdo inversa entre a apoptose no infiltrado
inflamatorio e a apoptose no epitélio (Grafico 8B) e uma correlagdo positiva entre a
apoptose no epitélio e a celularidade do infiltrado inflamatorio subepitelial (Grafico 9B).
Os resultados mostraram um menor IA no infiltrado inflamatério subepitelial e um maior
IA no epitélio, no tipo erosivo de LPB, e no tipo reticular o inverso (Grafico 3 e 5). Nesse
contexto, pode-se, com este trabalho, inferir que a menor apoptose das células do infiltrado
inflamatério subepitelial pode estar interferindo nas respostas celulares, aumentando a

intensidade das lesoes no LPB e vice versa.
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Uma questdo intrigante no LPB é o que vem primeiro: a apoptose dos ceratindcitos
ou a destruicao/ruptura da membrana basal epitelial. Ambos os mecanismos podem estar
envolvidos na patogénese do LPB. A ruptura da membrana basal pode ativar a apoptose nos
ceratindcitos e a esta pode resultar em dificuldades em reparar a membrana basal rompida
(SUGERMAN et al., 2000; MAZARELLA et al., 2006). Experimentos com glandula
mamaria (PULLAN ef al., 1996) de ratos indicam que os ceratindcitos requerem um sinal
de sobrevivéncia da membrana basal para prevenir a apoptose. Assim, a ruptura da
membrana basal parece ativar a apoptose dos ceratinocitos no LPB. Os ceratindcitos
contribuem para a estrutura da membrana basal por secretarem coldgeno tipo IV e laminina
V dentro da zona de membrana basal. Presumivelmente, essa fun¢ao dos ceratinocitos nao
persiste por longo tempo. Assim, a apoptose do epitélio parece resultar da ruptura da
membrana basal epitelial no LPB (SUGERMAN et al., 2000).

No presente estudo quantificou-se o percentual de ceratinocitos ‘livres” em meio ao
infiltrado inflamatorio adjacente. Os ceratinocitos “livres” foram mais freqiientes no tipo
erosivo de LPB que no tipo reticular (Grafico 7). A maior intensidade de apoptose no
infiltrado inflamatorio se associou com menor ocorréncia de ceratindcitos livres. Parece
logico que mais apoptose no infiltrado se traduza em menor atividade inflamatoria e
consequentemente menor agressdo a membrana basal e menor formacdo de ceratindcitos
livres. Esses achados demonstram um comportamento diferente em relagao a destrui¢ao do
epitélio nos tipos reticular e erosivo de LPB e este parece ser um dado relevante para
esclarecer melhor esta questao.

A maioria dos autores estuda o LPB como um tnico grupo de estudo sem separar os
tipos clinicos. Nesse trabalho, foram estudados os tipos clinico reticular e erosivo como
grupos distintos e foi possivel observar diferengas significativas entre eles. As diferencas
clinicas entre as formas reticular e erosiva parecem ser reflexos das variagdes histologicas
encontradas nesses dois tipos de LPB. Acredita-se que mais estudos se fazem necessarios e
dependendo da abordagem e do tipo de estudo, ¢ relevante estudar cada forma

separadamente.
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7. CONCLUSOES:

O IA do epitélio do LPB erosivo foi maior que no reticular explicando as diferencas
entre as alteracdes epiteliais presentes nestes dois tipos de LPB.

A espessura do epitélio foi inversamente proporcional a ocorréncia da apoptose,
indicando a participagdo da apoptose no adelgacamento do epitélio nas lesdes de LPB dos
tipos reticular e erosivo.

A maior ocorréncia de apoptose no infiltrado inflamatério subepitelial parece
associar-se com menor celularidade neste infiltrado inflamatdrio e com menor apoptose.

A ocorréncia de ceratindcitos “livres” em meio ao infiltrado inflamatoério foi maior
no tipo erosivo em relacao ao reticular, sendo menor quando a apoptose no infiltrado

inflamatorio foi maior.
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