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RESUMO

Mateus OTMV. Expressao imunoistoquimica do Foxp3* em lesao de liquen plano
bucal, cutaneo e hiperplasia fibrosa inflamatéria. Campo Grande; 2017.

[Dissertacao de mestrado — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O Foxp3* € um marcador especifico para as células T regulatérias CD4*, que
apresentam papel principal na manutengcéo e homeostase imunolégica. Nos ultimos
10 anos tém sido de muito interesse na compreensao da tolerancia imunologica e das
disfuncdes destas células no desenvolvimento de doengas autoimunes. Estudos
recentes mostram sua relagdo na patogénese do liquen plano. O objetivo da pesquisa
foi examinar a imunoexpressao do Foxp3* em 25 casos de liquen plano bucal (LPB),
14 casos de liquen plano cutaneo (LPC) e 11 casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria
(HFI). Através da contagem de células imunomarcadas por campo, a analise
estatistica foi realizada pelo Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, com nivel de
significancia de 5%. Em relagdo a contagem de células imunomarcadas de Foxp3* os
resultados apresentaram expressdao média de Foxp3® em LPC significativamente
maior comparada ao LPB e HFI (ambos p >0,0001). Este estudo demonstrou que
existe atividade linfocitica para as células T CD4* devido ao aumento na expressao
de Foxp3* em lesbes de LP e suas variantes, contudo sendo maior para o cutaneo
que o bucal, devido a possivel diferenga clinica e variaveis da doenga. A presenca
das células Treg no processo inflamatério sugere um papel potencial na

autoimunidade dos processos patologicos do liquen plano.

Palavra-chave: Imunoistoquimica. Foxp3*. Liquen plano bucal. Liquen plano

cutaneo.



ABSTRACT

Mateus OTMV. Immunohistochemistry expression of Foxp3* in lesions of oral
lichen planus, cutaneous and inflammatory fibrous hyperplasia. Campo Grande;

2017. [Master’s dissertation — Federal University of Mato Grosso do Sul].

Foxp3™ is a specific marker for CD4* regulatory T cells, which play a major role
in immune maintenance and homeostasis. In the last 10 years they have been of great
interest in understanding the immune tolerance and dysfunctions of these cells in the
development of autoimmune diseases. Recent studies show its relation in the
pathogenesis of lichen planus. The aim of the study was to examine Foxp3*
immunoexpression in 25 cases of oral lichen planus (OLP), 14 cases of cutaneous
lichen planus (CLP) and 11 cases of inflammatory fibrous hyperplasia (IFH). By
counting immunoblotted cells by field, the statistical analysis was performed by
Kruskal-Wallis and Dunn post-test, with a significance level of 5%. Regarding the count
of Foxp3* immunoblotted cells, the results showed significantly higher Foxp3*
expression in CLP compared to OLP and IFH (both p >0,0001). This study
demonstrated that live is lymphocytic activity for CD4* T cells due to the increase in
Foxp3* expression in LP lesions and their variants, but it is larger for the cutaneous
than the oral, due to possible clinical difference and disease variables. The presence
of Treg cells in the inflammatory process suggests a potential role in the autoimmunity

of pathological processes of lichen planus.

Keywords: Immunohistochemistry. Foxp3*. Oral lichen planus. Cutaneous lichen

planus.
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1 INTRODUGAO

O Grupo de Definicbes de Biomarcadores de Saude definiu um biomarcador
como "uma caracteristica que € objetivamente medida e avaliada como um indicador
de processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacologicas
a uma intervencao terapéutica." Ja a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em
coordenacado com as Nagdes Unidas e a Organizagao Internacional do Trabalho,
definiu como "qualquer substancia, estrutura ou processo que pode ser medido no
corpo ou seus produtos, e influenciar ou prever a incidéncia de resultado ou doenca"
(BIOMARKERS DEFINITION WORKING GROUP, 2001; WHO, 2001).

Os biomarcadores podem fornecer aos pesquisadores provas provisorias sobre
a seguranga e eficacia de tratamentos, reduzindo o risco de danos aos individuos.
Permitem aos investigadores a oportunidade de interromper intervengdes
potencialmente nocivas para dados clinicos. Em outros casos, os biomarcadores
podem simplesmente projetar estudos menores e mais eficientes, reduzindo o niumero
de pacientes voluntarios expostos a um determinado tratamento experimental.
Encurtam tempo de aprovacdo de novos farmacos acelerando o processo, sao
eficazes para atingir populagdes de pacientes-alvo mais cedo, ou mesmo materiais e
recursos humanos para outros projetos de pesquisa ou ensaios clinicos. Assim,
desempenham um papel critico no processo de desenvolvimento de farmacos.
Entender a relagdo entre os indicadores mensuraveis de processos bioldgicos e
resultados clinicos é vital para expandir tratamentos de doencas, e aprofundar nossa
compreensao da fisiologia normal, saudavel (STRIMBU; TAVEL, 2011).

O fator transcricional forkhead box 3 (Foxp3*) possui um marcador bioquimico
para definir sua expressdo em células T regulatérias (Tregs). Estas células
apresentam papel central na protecéo do individuo para a autoimunidade, a fim de
estabelecer e manter a homeostase imunoldgica, por meio de mecanismos
regulatérios que sao induzidos por agentes patogénicos e agressores ambientais
(VIGNALI et al., 2008).

Devido a deficiéncia de Foxp3* resultar em doenca autoimune sistémica
precoce (GAVIN et al., 2007), esta pesquisa teve o propdsito de determinar o numero
de células Treg Foxp3* no infiltrado inflamatério do LPB (liquen plano bucal) e
correlacionar os achados com as caracteristicas clinicas e histopatolégicas das lesées

de LPC (liquen plano cutaneo) e HFI (hiperplasia fibrosa inflamatdria).
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Estudos que investigam a presenca e a fungédo das células Tregs FoxP3* no
LPB sao insuficientes. Em razdo da etiologia permanecer desconhecida e da
apresentacao clinica variavel da doenga, estudos que investigam essas diferencas

sao de fundamental importancia para diagndstico e tratamento mais adequados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fator de transcrigao forkhead 3 (Foxp3*)

As células T regulatérias (Tregs) sdo um subconjunto de células que possuem
a fungdo de suprimir respostas imunes e manter a autotolerancia (FEUERER et al.,
2009).

Desde 1995, Sakagushi et al. relataram que as células Tregs CD4*CD25* foram
identificadas como uma subpopulagao de células T. Por muito tempo, imunologistas
foram céticos com o papel natural supressivo das células T. No decorrer dos anos, o
progresso em compreensao de suas fungdes imunossupressivas auxiliaram a resolver
precocemente processos patoldgicos (LI et al., 2015).

Em 2003, o fator de transcricédo forkhead — Foxp3*, foi identificado como o novo
marcador especifico para células Tregs, e sua expresséao foi considerada necessaria
e suficiente para a atividade supressora. A identificacdo do Foxp3* progrediu
essencialmente para o desenvolvimento, diferenciagcdo e funcdo supressora das
células Treg (FONTENOT et al., 2003).

Foxp3*® é o regulador mestre para a geracdo de Tregs e suas fungdes
supressoras. Mutagdes do gene Foxp3* em seres humanos acarretam em deficiéncia
de Tregs e séo responsaveis pela sindrome de imunodesregulacéo poliendocrinopatia
enteropatia ligada ao X (IPEX). Sado células derivadas do timo, as células T
regulatorias naturais (nTreg), e constituem o maior aglomerado de células no sangue,
ou induzidas perifericamente (iTreg), sendo predominantes em locais de inflamagéao e
no intestino. (PANDIYAN; ZHU, 2015).

De acordo com Miyara e Sakaguchi (2011), a subpopulagao de células T CD4*
que expressa Foxp3* sdo indispensaveis para a manutencdo da autotolerancia
imunoldgica e da homeostase. Explicado pelo desenvolvimento espontaneo de
doenca autoimune, alergia e imunopatologia apos a remocéao de células Tregs Foxp3*
ou como resultado de mutacdo de Foxp3* em roedores e seres humanos. Inibem
respostas imunes eficazes contra tumores autélogos. Apresentam ampla evidéncia,
nao somente para tratamento de doengas imunoldgicas, incluindo doengas
autoimunes, mas também para estabelecer a tolerancia da transplantagao expandindo

Foxp3* Tregs ou para aumentar a imunidade tumoral, reduzindo-os.
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Gratz et al.,, em 2013, analisaram, por meio de revisao literaria, a vida das
células Tregs e o papel destas na manutengao, autotolerancia e prevengéao de reagbes
autoimunes. Observaram que as células Tregs surgem como uma consequéncia do
reconhecimento proprio do antigeno durante a maturagédo das células no timo, e
também nas regides periféricas dos tecidos linféides. Tanto no timo como na regiéo
periférica, a geragdo das células T reconhecem e respondem ao antigeno.
Subsequentemente se expandem, e migram para o tecido atingido, multiplicam-se em
numero e aumentam sua atividade supressora, acumulando-se no tecido onde esta
localizado o antigeno. A fracdo ativada das células Tregs, chamada de efetoras,
sobrevivem na auséncia da expressao do antigeno e continuam controlando a reagéo
inflamatdria nos tecidos, funcionando como uma populagdo de memaria das células
Tregs. A exposicdo do antigeno e a presengca da interleucina-2 (IL-2) sé&o
determinantes na geracéo das células Tregs de memoria, ja que esta citocina promove
o desenvolvimento efetor das células T helper 1 (Th1), essencial para geracéo e
funcao destas células. Estes resultados dao base para o estudo do papel das células
Tregs de memoria no controle, tratamento de doengas autoimunes e, para testar a
hipétese de que os defeitos na geragdo e manutencdo destas células resultam em
doencas inflamatdrias crénicas e recidivantes.

Uma questao fundamental em imunologia € a compreenséo de como o sistema
imunolégico é capaz de discriminar entre 0 eu e n&o-eu, inibindo respostas
autoimunes, mas atuando contra antigenos microbianos. O sistema imunoldgico tem
evoluido em varios mecanismos para estabelecer e sustentar a auséncia de resposta
para autoantigenos (autotolerancia imunoldgica), incluindo a eliminagao fisica ou
inativagdo funcional autoreativa dos linfocitos (delecdo clonal e anergia,
respectivamente). Ha também evidéncia substancial que as células T mediadas pela
supressao das células T autoreativas sdo outro mecanismo essencial da
autotolerancia. Embora o fato das células T controlarem negativamente respostas
imunes nao seja nova para os imunologistas, ha uma grande controvérsia sobre se as
células realmente constituem a entidade celular funcionalmente distinta no sistema
imunitario e, se sdo importantes em controlar desordens imunoldgicas tais como
doencas autoimunes. Nos Ultimos anos, porém, a comunidade cientifica tem
testemunhado a retomada do interesse pelas células Tregs em muitos campos da
imunologia basica e clinica. Esta mudanca € devida a melhor compreensao de que o

sistema imune produz endogicamente um constituinte celular normal, a T CD4",
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subpopulacao de células T que sao altamente especializadas na funcéo supressora,
€ que a anormalidade no numero ou funcdo destas células podem ser uma causa
principal de doengas autoimunes e outras doencas inflamatérias em animais e seres
humanos. Apesar das células nTreg constituirem de 5 a 10% de todas as células T
CD4* periféricas, sua presenca é vital para o individuo (SAKAGUCHI, 2005).

Independente da linhagem, todos os linfécitos regulatorios identificados inibem
a autoimunidade e induzem a autotolerancia por dois mecanismos gerais. As células
regulatorias podem exercer sua fungdo supressiva em células T, B e dendriticas,
através do contato direto ou por secrecdo de citocinas, geralmente por inibigdo
extrinseca a célula. A tolerancia é também induzida por mecanismos intrinsecos a
célula, como delecgao clonal de células autoreativas, edicao de receptores de células
B ou R que reconhecem o proprio, e a iniciagdo de sinais de anergia ou apoptose na
periferia apds contato com antigenos proprios. Apesar das células Tregs serem
consideradas os agentes supressores de maior importancia, outros tipos celulares
também exercem papéis cruciais na manutengdo da homeostase imunoldgica,
incluindo células T CD8*, B e T CD4* (SKAGGS et al., 2008).

Nas divisbes das células T, a tolerancia ou a falta de resposta rapida para
autoantigenos é mantida pela liberagdo de células T imaturas que reconhecem estes
antigenos no timo, e por varios mecanismos que sado operados na periferia. A
tolerancia periférica € atribuivel a indugcao de anergia funcional, eliminagdo por
apoptose e as agdes supressivas dos linfécitos Tregs (Figura 1). A linha germinal das
mutagdes ou exclusbes especificas de varios genes conduzem a autoimunidade
interrompendo uma ou outra via de tolerancia. Por exemplo, a exclusao ou mutacao
do fator de transcricdo Foxp3* ou o fator de crescimento IL-2 interferem na geracao
e/ou fungado das células T CD4*CD25* Tregs, e a auséncia de IL-2 também pode
reduzir a morte celular por apoptose mediada por Fas (receptor de apoptose). A perda
de Foxp3* ou IL-2 esta associada a proliferacao linfatica e manifestacées multiplas de
autoimunidade. A destruicdo do inibidor do receptor de proteina citotoxica dos
linfécitos T-4 associado (CTLA-4) interfere na indugdo da anergia das células T, e
conduz a autoimunidade sistémica. A existéncia de multiplas vias da tolerancia,
aparentemente obrigatéria, levanta a questao 6bvia de que cada etapa é essencial na
manutencdo da autotolerancia. A resposta possivel € que cada percurso mantém a
tolerancia a um subconjunto de autoantigenos, assim, a perda de qualquer um ira

resultar em um conjunto limitado de reagdes autoimunes. Uma possivel alternativa é
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que multiplos mecanismos devem trabalhar em conjunto para manter a autotolerancia
e romper qualquer alteracdo no equilibrio entre a tolerancia e autoimunidade. Logo,
se a tolerancia falhar, consequentemente desenvolvem-se as doengas autoimunes
(ABBAS et al., 2004).

Figura 1 - Mecanismo de tolerancia periférico das células T.
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Em analise literaria, Piccirillo, em 2008, observou que subconjuntos de células
nTreg e iTreg, particularmente as células T CD4* Foxp3™, ilustrada na Figura 2, sao
fundamentais para o controle de respostas imunolégicas em seres humanos e

roedores. A diminuicdo de Foxp3* nTreg causa desenvolvimento espontaneo de
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doengas autoimunes, aumenta a resposta imune a invasdo de patdégenos
desencadeando reacgdes alérgicas, ndo permitem a tolerancia ao feto durante a
gravidez, e nao respondem a células tumorais, sendo importante para regulagao
organica especifica da autoimunidade. O Foxp3* € um regulador transcricional da
programacao genética de desenvolvimento e fungéo das células Tregs. Sua alteragao
genética pela perda de proteinas e das células Tregs promove a hiperativagao de

células T CD4* desencadeando doencas autoimunes.

Figura 2 - Atuacao das Tregs na resposta imune.
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Hori et al., (2003) afirmaram em seu estudo que a expressao de Foxp3* &
predominantemente restrita a populacao de células CD4*CD25", tanto no timo quanto
nos tecidos linféides periféricos, e que essa expressao é estavel nas células Tregs
CD4*CD25" independentemente do modo ou estado de ativagao. Verificaram que a
expressao ectopica do Foxp3* foi suficiente para converter células T ndo-regulatérias
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em um fendtipo de células Tregs capazes de suprimir a proliferacdo de outras células
T, através da inibicdo da producéo de IL-2. Além de que, o Foxp3* é o marcador mais
confiavel para identificagdo de tal subtipo celular.

O papel do Foxp3* no desenvolvimento das células Tregs e como marcador,
tem facilitado muito as descobertas imunolégicas. Mutagdes no Foxp3* de ratos
humanizados foram identificados como o unico defeito genético subjacente aos
fendtipos das doengas autoimunes. Estas doencgas autoimunes surgem a partir de
uma falta funcional das Tregs no qual demonstrou que o gene de transferéncia Foxp3~*
converteu espontaneamente as células T CD4*CD25" para uma populagéo reguladora
(BANHAM et al., 2006).

Sugyiama et al., (2005) afirmaram que o equilibrio entre as fun¢des regulatorias
e efetoras sdo importantes na manutencdo de respostas imunes eficientes e na
prevencao da autoimunidade. Estes autores observaram que uma subpopulagao de
células Tregs caracterizada como CD4*CD25"s"CTLA4*Foxp3"9" era deficiente em
sua atividade supressora no sangue periférico de pacientes com psoriase. Essa
deficiéncia foi demonstrada através da proliferagcdo acelerada de células T CD4*
reativas, que expressou receptor de quimiocina cxc 3 (CXCR3). As células Tregs
foram isoladas da pele afetada pela psoriase, revelando uma deficiéncia na funcao
supressora contra as células T efetoras. Dessa forma, os autores afirmaram que a
falha na atividade supressora das células Tregs, tanto no sangue quanto nos tecidos
lesionados, pode conduzir a uma hiperproliferacdo de células T patogénicas na
psoriase.

A atividade funcional das células T e das células Tregs devem estar em
condi¢cbes equilibradas para possibilitar respostas imunes adequadas. Portanto,
anormalidades no numero e na fungao das células Tregs prejudicam o controle do
mecanismo de regulagdo imune e podem contribuir para a patogénese de certas
doencas. A identificacdo dessas células em condi¢gdes normais e inflamatérias pode
contribuir para um melhor entendimento de doencas associadas. De Boer et al. (2007)
investigaram a expressado de Foxp3* e do receptor TNF (fator de necrose tumoral)
induzido por glicocorticéide (GITR) na pele normal e em diferentes dermatoses
inflamatdrias: liquen plano (LP), psoriase, dermatite espongiética e leishmaniose. Os
resultados revelaram que o Foxp3*™ e o GITR estavam quase que exclusivamente
presentes nas células T que expressaram tanto CD4* quanto CD25*. Em geral, a

frequéncia das células Foxp3* se mostrou similar em pele normal e no LP. Estas
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frequéncias também n&o variavam entre os outros processos patolégicos, contudo,
em doencas distintas, onde ha maior atividade da doenga, maior o numero de células
Tregs encontradas. Na pele normal, uma grande variagao na frequéncia de células
Foxp3* foi encontrada entre os diferentes pacientes. Estes dados, no entanto, nédo
indicam necessariamente que as ceélulas Tregs ndo estdo envolvidas na patogénese
das doengas inflamatorias em pele.

Embora estudos prévios que buscaram relacionar a densidade/quantidade do
infiltrado inflamatdrio no LPB com as formas clinicas (reticular e erosiva) ndo mostrem
relacdo entre as duas variaveis, estes sugerem haver uma relagcdo entre a
apresentacao clinica da lesdo e a qualidade do infiltrado inflamatério, que justifica o
interesse em identificar os tipos celulares especificos neste infiltrado para entao
qualifica-lo (SEOANE et al., 2004).

Firth et al. (2015) em estudo comparativo do numero de células expressando
Foxp3* e IL-17 em LPB com mucosa inflamada cronicamente, observaram através da
imunoistoquimica que tanto qualitativamente quanto quantitativamente, a expressao
do Foxp3*/IL-17 foram significativamente maiores em LPB que em processo
inflamatorio crénico. As células T helper (Th) sdo proeminentes em lesdes precoces,
principalmente no tecido conjuntivo superficial com células ocasionais no epitélio.
Estas células tém citocina Th1 e secretam outras citocinas, incluindo interferon-gama
(INF-y) que ativam os macrofagos e as células T CD8* citotdxicas. Em LPB avangado,
houve um aumento da proporcao de T CD8* resultando em Th e acumulo de T CD8*
causando danos aos queratindcitos basais. Além das células Th1 e Th2, mais dois
subconjuntos Th tém sido descritos. As células Tregs sdo um subconjunto Th
especializado em expressar o Foxp3™ sendo importantes na regulagao que controla a
resposta imune. As células Tregs poderiam auxiliar no tratamento de LPB, uma vez
que estas células tém sido alvo para terapia com sucesso de outras doencas
mediadas imunologicamente. A manipulagao de varios fatores de transcricdo pode
desdiferenciar ou referenciar células Th de volta a uma outra situagdo com
implicagdes importantes de tratamento.

Tao et al. (2010) analisaram a correlagao entre 0 numero de células Foxp3* e
a atividade das lesbes de LPB. Observaram que o Foxp3* esta presente nas células
CD4*CD25*. Constataram um aumento no numero de células Tregs Foxp3* nas
lesbes de LPB principalmente dispersas na lamina propria das lesdes, e baixa

quantidade do numero dessas células nas lesbes eritematosas/erosivas em
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comparagao com as reticulares. Esses dados indicam que as células Tregs Foxp3*
estdo envolvidas na patogénese do LPB, relacionadas com subtipo clinico e atividade
da doenca.

Lei et al. (2013), investigaram a expressao do Foxp3* em células T CD4*CD25*
de células mononucleares do sangue periférico em lesdes bucais de pacientes com
diagnostico de LPB, agrupados em tipos, duragdo e recaida. As células T de 32
pacientes com LPB foram medidas e comparadas com o grupo controle de 10
individuos saudaveis. Os niveis de expressao de acido ribonucleico mensageiro
(mRNA) de Foxp3™ nas lesdes bucais e CD4*CD25 das células T em pacientes com
LPB foram significativamente mais elevadas que o grupo controle. Em pacientes com
lesdes clinicas erosivas, a expressdo de mRNA de Foxp3* foi significativamente
menor na circulagdo de CD4*CD25* das células T em comparagao com pacientes com
lesdes reticulares e menor em pacientes com histéria de LPB > 1 ano ou com uma
histéria de recaida. Os niveis de Foxp3*® em LPB reticular foram significativamente
maiores que aqueles em LPB erosivo e no grupo controle. As lesbes de LPB
erosivo/atroficas mostraram maior proporcdo de células que expressam Foxp3*,
diferente das lesdes reticulares. A expressao de Foxp3* em pacientes com LPB esta
associada a gravidade e duragdo da doencga, sugerindo alterada supressao no
desenvolvimento, evolugao clinica e na capacidade de resposta ao tratamento.

Pereira et al. (2012), com o objetivo de avaliar a presenca de FoxP3* em células
de LPB e correlacionar os achados com as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
destas lesdes, compararam 32 casos de LPB (17 reticulares e 15 erosivos) com 10
casos de HFI. Exame clinico, analise histopatolégica, histomorfométrica e
imunoistoquimica foram realizados com o anticorpo Foxp3* (anti-FoxP3). As células
foram contadas nas regides justaepitelial e intraepitelial das lesbes. O numero de
células de FoxP3* intraepitelial foi maior em LPB reticular e HFI quando comparados
com as lesdes erosivas. O maior numero de células de FoxP3* na regiéo justaepitelial
de LPB em relagao a HFI também foram encontrados. De acordo com os autores, este
resultado pode estar relacionado com a etiopatogenia dessas lesoes.

Shen et al. em 2014, realizaram seus estudos sobre o LPB e LPC examinando
a imunoexpressdo do marcador bioquimico Foxp3* e interleucina-17. Estudaram 80
casos de bidpsias de liquen plano, sendo 42 LPB e 38 LPC. Compararam as amostras
com o grupo controle normal de 10 casos para mucosa bucal e 10 casos para mucosa

cutanea. As expressoes de Foxp3* e IL-17 foram avaliadas separadamente dentro do
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epitélio/epiderme e subepitélio/derme. Os resultados demonstraram um aumento da
expresséo de Foxp3* e IL-17 em lesbes LPB e LPC, e seus padrbes de expresséo
positivamente correlacionados uns com os outros, sendo o Foxp3* em LPB de maior
expressao que o LPC. Os autores sugerem que essa diferenga pode estar associada

a diferenca clinica das duas doencgas.

2.2 Liquen plano

O liquen plano € uma doenca dermatolégica com manifestagdes em mucosas,
principalmente bucais e cutaneas, de evolugédo crbnica e inflamatoria, cuja base
imunoldgica e etiologia ainda sdo desconhecidas. Em 1869, Erasmus Wilson foi o
primeiro a delinear e nomear a condicdo do liquen plano. Wickham, em 1895,
descreveu as caracteristicas do aparecimento das estrias esbranquicadas e das
pontuacbes que se desenvolvem no topo das papulas da superficie plana
(ANURADHA, 2008).

Na maioria dos casos as lesdes cutaneas de liquen plano sdo autolimitadas e
causam prurido, lesbes em liquen plano bucal sdo cronicas, e raramente sofrem
remissao espontanea, sao potencialmente pré-malignizantes e frequente fonte de
morbidade (CARROZZO; THORPE, 2009).

As lesbes extrabucais associadas ao LPC afetam além da pele, a mucosa
genital, couro cabeludo e unhas. Quando limitadas a mucosa bucal, com o minimo de
envolvimento da pele, sdo responsaveis por 15% de todos os casos relatados,
enquanto que estudos de associacdo do LPB e LPC acometem 40% dos pacientes
com lesdes cutaneas. O envolvimento do eséfago, mucosa gastrica, conjuntiva e
bexiga também foram raramente descritos (BIDARRA et al., 2008).

No entanto, o LPB em geral afeta de 1-2% da populagdo adulta, e
predominantemente mulheres de meia-idade (AXELL; RUNDQUIST, 1987).

As lesdes bucais do LP aparecem na mucosa jugal, o dorso da lingua, palato,
assoalho da lingua, labio inferior e mucosa gengival, podendo ser simétricas, bilaterais
ou multiplas, e de remissdo raramente espontanea. As diferencas clinicas sao
descritas em reticular (papular, em placa), erosiva (bolhosa, ulcerada) e eritematosa
(atrofica), sendo que as multiplas morfologias podem ser simultaneas. As lesdes
bucais reticulares consistem em papulas esbranquicadas com estrias que formam

uma rede lacada (chamadas de estrias de Wickham) na mucosa bucal, gengival,
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alveolar, em sulco, e vermelhid&do no labio inferior. Pode ser encontrado isoladamente,
sem eritema concomitante ou erosdes. E assintomatico, sendo descoberto durante
exame bucal. Se houver o envolvimento do dorso da lingua com grandes placas
hiperqueratéticas, podem causar alteragdo no paladar. O LPB eritematoso € quase
sempre acompanhado por papulas reticulares brancas e estriadas, tornando-se uma
pista clinica que facilita o diagnostico. Os achados bolhosos sdo raramente
observados com vesiculas intactas. O LPB erosivo apresenta-se muitas vezes como
gengivite descamativa, assim o epitélio gengival é facilmente retirado da submucosa
subjacente. Eritemas e erosdes podem causar dor significativa (ardor e irritacéo),
inchaco e hemorragia (SCHLOSSER, 2010).

Apos analisar a evolugao clinica de 115 casos de liquen plano, Andreasen, em
1968, constatou que pacientes reexaminados a cada ano, apresentaram lesdes
reticulares mais frequente com 42% (49 pacientes) dos casos, enquanto que lesdes
bolhosas tiveram o menor indice 1,7% (2 pacientes). Em geral a mesma localizagao
estava presente em todos os tipos, mucosa jugal. Lesdes de pele estavam presentes
em 44% dos pacientes, sendo 21% dos pacientes apresentaram lesdes bucais e de
pele ao mesmo tempo, 65% dos pacientes eram mulheres com idades de 50 a 59
anos, e 23% dos casos apresentaram remissao espontanea dos sintomas.

Eisen, em 2002, avaliou por meio de um estudo retrospectivo 723 prontuarios
em um ambulatério de dermatologia com diagndstico histolégico confirmado por
patologistas orais e dermatologistas. O estudo evidenciou que 23% das lesdes eram
reticulares (brancas), 40% eram eritematosas (atrofica) e 37% eram erosivas
(bolhosas e ulceradas).

A histologia foi descrita pela primeira vez por Dubreuill, em 1906, e mais tarde
por Shklar. As caracteristicas sdo semelhantes as do liquen plano cutaneas, sendo
acantose irregular em dentes de serra, espessamento da camada de células
granulares, liquefacédo de células basais, degeneracéo e cristas epiteliais embotadas,
e corpos coldides (Civatte). Descreveu as trés caracteristicas microscopicas classicas
de liquen plano bucal, queratinizagdo sobreposta, camada de células inflamatérias
cronicas dispostas em banda dentro do tecido conjuntivo subjacente, e liquefagéo
degenerativa da zona de células basais (SHKLAR, 1972).

Os achados histologicos de diagnéstico para LP nao sofreram mudancgas,
incluem a degeneracgao liquefativa dos queratinécitos da camada basal, formando

corpos de Civatte que aparecem como glébulos homogéneos eosinofilicos, ou seja,
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apoptose dos queratindcitos; assim ocorre o rompimento de ancoragem dos
queratinécitos basais, infiltrado denso subepitelial de linfécitos e aumento do numero
de linfécitos intraepiteliais ao longo da interface do tecido epitelial com o conjuntivo
superficial, epitélio com citologia de maturacdo normal, acantose, e composicao
celular semelhante a dentes de serra com cumes e hiperqueratose (ortoqueratose ou
paraqueratose). Além disso, o epitélio superficial pode mostrar sinais de ulceragao,
tipicamente observado no LP erosivo. Lesdo com erosdo severa pode exibir a
formacdo de bolhas na area da separagcédo epitelial caracterizando ulceragéo
(SUGERMAN; SAVAGE, 2002).

No passado, as especulagdes sobre a etiologia da LPB abrangeram uma vasta
gama de possibilidades, incluindo trauma, bactérias especificas, sfifilis, parasitas, virus
(hepatite C), micoses, alergias, toxicidade, desordens neurogénicas, hereditarias e
psicossomaticas, além de drogas. Devido as células basais serem o principal alvo de
destruicdo no LPB, o mecanismo de dano das células basais esta relacionado a um
processo imunomediado por células como células de Langerhans, linfocitos T e
macrofagos. As células de Langerhans e os macréfagos no epitélio sao os produtores
antigénicos que fornecem a informagao antigénica para os linfécitos T (MOLLAOGLU,
2000).

Segundo Farhi e Dupin (2010), o antigeno que desencadeia a resposta
inflamatdria imunitaria em lesdes de LPB ainda nao foi identificado. Esse gatilho pode
ser um autoantigeno ou um antigeno exégeno. Varias descobertas apoiam a
intervencao de lesbes em LPB como uma resposta autoimune, por exemplo, a
cronicidade da doenga, inicio em adultos, prevaléncia no género feminino, associagéo
com outras doengas autoimunes, demonstracdo de autocitotoxidade das células T
(linfécitos T) em lesbdes de LPB, desenvolvimento de LPB com les6es em pacientes
com doenca do enxerto versus hospedeiro, e a eficacia da terapia imunossupressora.
Quando as drogas ou materiais dentarios induzem lesbes semelhantes ao LPB, o
termo reagdes liquendides bucais € geralmente usado. Muitas outras drogas, como
inibidores de ECA, p-bloqueadores, hipolipemiantes, fenolftaleina, tém sido
associadas ao LPB, embora com baixo nivel de evidéncia. Os autores demonstraram
também que reacdes liquendides bucais podem resultar da hipersensibilidade de
contato para materiais dentarios, tais como amalgama, compasitos e acrilicos dentais.
Além disso, a resolucdo dessas lesdes pode ocorrer apds a substituicao do material

dental causal. Dentro deste contexto, os autores analisaram que a caracteristica tipica
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do LPB é um bordo de células epiteliais infiltrados por T CD8" citotdxicas, com
queratinécitos basais apoptéticos, que recobrem o infiltrado de células T CD4* da
lamina prépria; contudo, o fator (s) desencadeante (s) e o mecanismo patogénico
destas respostas imunes ainda sao desconhecidos.

O liquen plano possui resposta imunemediada por linfocitos T, em particular as
células T CD8* que sao citotoxicas para os queratindcitos da camada basal do epitélio.
De acordo com os autores, a evidéncia atual sugere que o LP apresenta uma
perturbagcdo da imunidade mediada por células que sao precipitadas por fatores
enddégenos, ou exogenos resultando em resposta alterada ao autoantigeno. Os
fatores que podem antecipar o aparecimento do LP, sdo trauma, estresse, e agentes
infecciosos - isto &, o virus da hepatite C (HCV). O maior numero das células T no
infiltrado inflamatério do LP sdo ativadas pelos linfécitos T CD8*. Essas células em
combinagdo com o aumento das células Th 1 aumentam a producgao de citocinas (IL-
1, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a) por sua vez exacerbando a expressao intercelular da
molécula-1 de adesdo em células de Langerhans, macréfagos, e de antigenos do
complexo de histocompatibilidade por queratinécitos. O polimorfismo genético do
promotor interferon-gama (IFN-y) € um importante fator de risco para o
desenvolvimento da LPB, e refor¢ca ainda mais o papel das citocinas. Além disso, a
funcdo supressora imune periférica € alterada no LP, e o equilibrio entre a ajuda e
supressao por células T pode determinar a atividade da doenca. Esta alteragcdo da
resposta imune resulta na apoptose de queratindcitos (BARBOSA et al., 2015).

Em um estudo da reatividade lesional e nao lesional por células T clonais de
pacientes com LP, contra queratindcitos autélogos, as linhas de células T em
pacientes lesionados com LP foram significativamente mais citotdxicas para
queratindcitos autélogos lesionados que a linha de células T da pele. Clinicamente
normais, os clones mais citotoxicos de lesées LP eram T CD8" e a maioria dos clones
nao citotoxicos de lesdes LP foram T CD4*. Finalmente, a citotoxicidade lesional das
células T CD8* podem ser inibidas pelo anticorpo monoclonal do complexo principal
de histocompatibilidade classe | (MHC ). Estas descobertas sugeriram que as células
lesionadas T CD8* citotdxicas podem ser ativadas por antigeno de queratinécitos
basais associados com MHC I, promovendo a apoptose dos queratinécitos. Antigeno
ainda nao identificado em lesdes de LPB. Lesdes de LPB mostram um aumento do
namero de células T CD4* e células de Langerhans. Células de Langerhans e

queratinécitos, expressam MHC Il em lesdes de LPB. As células T CD4* podem ser



31

ativadas por antigeno associado com MHC |l apresentado por células de Langerhans
ou queratindcitos. A IL-12 secretada por células que expressam MHC Il, células de
Langerhans e queratindcitos lesionais auxiliam no recrutamento de células Th CD4*
interferindo na secrecao de IL-2. Estas citocinas auxiliares Th1, em conjunto com a
apresentacdo de um antigeno associado ao MHC | sobre os queratindcitos basais,
promovem apoptose pela indugao citotoxica das células T CD8*. A inducdo da
apoptose dos queratinécitos por células T CD8*, conforme ilustrada na Figura 3,
podem levar a varios caminhos: 1) secrecao por células T do TNF-a, que se liga ao
receptor de TNF-a 1 na superficie dos queratindcitos; 2) expressédo na superficie da
célula-T de CD95 (Fas ligante - receptor de apoptose), que se liga a CD95 (Fas) na
superficie dos queratindcitos; e 3) infusdo de granzima B por células T no
queratindcitos pelos poros da membrana induzida por perforina (SUGERMAN et al,.
2000a).

Figura 3 - Gatilho das células T CD8* na apoptose dos queratindcitos.

77 >> TNF-a >> ))

Perforinas e Granzimas _ll

Ativagao da cascata |
das caspases *

4
/' APOPTOSE

* Caspase = cysteine-aspartic-acid-proteases (grupo de proteases baseadas em citeina capazes de clivar
outras proteinas depois de um residuo de acido aspartico
** TCR = Receptor de antigeno da célula T

*Fonte: Adaptada de Sugerman et al., 2000a.
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Sugerman et al. (2000b) observaram que um possivel mecanismo usado por
linfocitos T citotoxicos na patogenia do LPB seria através de um gatilho pelo TNF-a e
a matriz de metaloproteinase 9 (MMP-9) rompendo a membrana basal do epitélio.
Ainda que o mecanismo usado pelas células T citotdxicas para proporcionar apoptose
dos queratinécitos seja desconhecido, os autores sugeriram que um possivel
mecanismo inclui a hipotese de que a imunopatogenia do LPB seguiria a seguinte
sequéncia ilustrada na Figura 4: 1) expressdo do antigeno especifico para LP em
associagao com o MHC | nos queratinécitos; 2) antigenos especificos do linfocito T
CD8* sao ativados no epitélio do LPB; 3) células T CD8* induzem apoptose de
queratinécitos possibilitando a secregdo de TNF-a; 4) T CD8* expande sua agéo
lesional através de mediadores e citocinas, estimulando o extravasamento de
linfécitos nas microvascularizagbes migrando para o epitélio; 5) secrecao de MMP-9
causando a ruptura da membrana basal epitelial; 6) ruptura da membrana epitelial
facilita a passagem de linfécitos para dentro do epitélio e a rejeigdo aos queratindcitos
resultando em apoptose. De acordo com os autores, uma terapia futura poderia incluir

o bloqueio do TNF-a ou a atividade do MMP-9 nas lesdes de LPB.

Figura 4 - Desenho da atividade celular da imunopatogenia do LPB.

*Fonte: Adaptada de Sugerman et al., 2000.
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Lopes e Cutrim (2001a) analisaram por revisdes bibliograficas que as reagdes
imunoldgicas do liquen plano na cavidade bucal apresentam possiveis mecanismos
imunoldgicos envolvidos no aparecimento e perpetuacao do LP, abordando o antigeno
leucocitario humano (HLA) e as células apresentadoras de antigeno (APC).
Concluiram que ha grande contribuicdo da imunidade mediada por células, na
associacao entre o LPB e a expressdo do MHC II, além da atuacédo das células de
Langerhans (LC) e dos queratindcitos. Devido ao aumento na expressao de antigenos
de classe Il pelas LC sugerem que essas células estdo imunologicamente ativas,
iniciando ou potencializando a reagdo imune local

Lopes e Cutrim (2001b) analisaram os possiveis mecanismos imunologicos
envolvidos no aparecimento e perpetuagédo do LP, abordando moléculas de adesao,
citocinas e imunidade humoral. Concluiram que a doencga esta mais envolvida em
reacdes imunemediadas por células que com os aspectos de imunidade humorais,
pois depende da produgdo de anticorpos pelas células B. Sugeriram que sao
mediadas por células T induzidas por antigeno nao identificado. O LPB pode
representar uma resposta de hipersensibilidade do tipo IV a um antigeno que poderia
estar associado aos queratinocitos.

A complicagdo mais importante do desenvolvimento do LPB esta em sua
malignizagao para carcinoma de células escamosas (SCC). Estudos tém relatado um
risco significativo de 0,4% a 3,3% para a transformagéao maligna do LPB para SCC em
um periodo de 0,5 a 20 anos. Como consequéncia, muitas autoridades consideram
LPB uma condi¢ao pré-cancerizavel. O risco associado parece ser mais fortemente
relacionado com os casos de LP atrofico ou erosivo. (SCULLY et al., 2000).

Holmstrup et al., em 1988, pesquisaram o desenvolvimento da malignidade em
lesdes de liquen plano bucal em 611 pacientes, acompanhando-os no tratamento no
periodo de 1 a 26 anos. Durante o tratamento dos pacientes, 9 (1,5%), 8 mulheres e
1 homem desenvolveram carcinoma de células escamosas, onde o grau de
diferenciagao dos tumores foi de médio (em 8 casos) e alto grau (1 caso). A maioria
dos carcinomas foram precedidos por uma placa e/ou lesdes atréficas com ou sem
caracteristicas reticulares ao redor. O estudo ndo permitiu uma declaracéo definitiva
sobre o mecanismo de desenvolvimento do carcinoma, mas o estudo pode concluir
que o risco de malignizacdo desenvolvido na mucosa bucal afetada pelo LP esta

significantemente aumentado.



34

Eisenberg em 2000, questionou a natureza pré-maligna do liquen plano bucal
uma vez que houve relatos publicados sobre a progressao para carcinoma de células
escamosas por alguns meédicos e patologistas convictos de uma lesdo ser
inerentemente pré-cancerigena. O autor observou que em alguns casos, os estudos
dos carcinomas bucais surgiram em locais anatomicamente afastados das lesbes de
LPB. Outros casos o diagnaostico inicial foi feito sem uma bidpsia faltando confirmagéao
microscopica do que s6 eram impressdes clinicas de LPB. Em outros relatos, as
bidépsias foram realizadas, mas fotografias para apoiar os diagndsticos clinicos
presuntivos nao foram fornecidos. Segundo o autor, erros de diagndstico evidenciados
a questao de saber se LPB ¢ verdadeiramente uma doenga pré-maligna com evolugéo
para carcinomas progrediram de lesdes atipicas ou displasicas que foram confundidos
com LPB no inicio. Na pratica, diagndsticos LPB sao prestados livremente em
fundamentos empiricos e sem bidpsia confirmativa. A verdadeira prevaléncia do LPB
inequivoca nao é simplesmente conhecida. Tais analises poderiam expor elementos
distintivos fundamentais, que determinam apenas que as lesdes liquendides atipicas
representam evolugao para displasia e que sao incomuns, embora reacgdes epiteliais
a diversos estimulos sejam fundamentalmente benignas.

Silverman em 2000, contrariando a analise de Eisenberg de LPB indicou um
potencial definitivo para o desenvolvimento de carcinoma escamoso no local da lesao.
Conforme o autor a semantica, determina o termo de designacao de qualquer risco
superior esperado ou pré-malignidade. O termo pré-maligno foi desencorajado apenas
porque ele carrega a implicagéo de que todas as lesdes de LPB acabarao por se tornar
malignas, em vez de uma descricdo mais realista: paciente propenso, de um baixo
risco para a transformacado maligna. De qualquer maneira um diagnéstico de LPB
exige o acompanhamento periddico para monitorar a possibilidade de transformacéao
e a necessidade da deteccao precoce minimizando a morbidade e mortalidade
associada ao carcinoma epiderméide de boca. A controvérsia ndo envolve o
diagndstico de carcinoma, mas da lesédo anterior. Apesar de o LPB ter uma aparéncia
clinica equivocada, ha apresentacdes de lesdes classicas que nao podem ser
confundidas com outras doencas. Por isso, o diagnostico de LPB é feito sobre um
combinado histolégico e base clinica, confirmado pela historia e controle dos sinais e
sintomas através da utilizagao de corticosteroides sistémicos ou topicos. No entanto,
se em bidpsia inicial nao ha evidéncia definitiva de displasia epitelial, € importante

perceber se a lesdo pode representar uma forma de leucoplasia ou eritroplasia em
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vez de LPB. Em tais casos, o tratamento, bem como o prognostico séo diferentes.
Outros perfis ou caracteristicas lesionais dos pacientes ndo sdo aparentemente
relacionados ao risco de malignidade. Estudos do LPB refletem que uma taxa realista
para transformacgao nao pode ser estimada. No entanto, a certeza é que LPB carrega
um potencial maligno inequivoco e um risco indeterminado que requer um
acompanhamento.

Por néo ter uma etiologia conhecida, ndo ha uma cura definida para o LPB e
LPC. Os tratamentos atuais sdo apenas para remissao e possuem eficacia variada.
Os profissionais devem discutir o curso cronico recidivante do LP, bem como a
imprevisibilidade potencial de ataques agudos nos pacientes, o envolvimento clinico,
predominancia das lesbes e a idade. O tratamento inclui em reduzir os sintomas,
remissao das lesdes erosivas, minimizar o impacto funcional do LP e diminuir o risco
de transformagéo maligna. Os pacientes com LP s&o gerenciados com medicamentos
que nao foram desenvolvidos nem destinados a administracido e tratamento das
lesdes orais, necessitando de estudos eficazes e adequados. Assim, fatores como
dose, duragcdo do tratamento, segurangca e verdadeira eficacia permanecem

desconhecidos (EISEN et al., 2005).

2.3 Hiperplasia fibrosa inflamatéria

A hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI) € uma lesao inflamatéria de crescimento
lento e geralmente assintomatica. Melhor denominagéo dada as lesdes proliferativas
benignas que podem surgir na cavidade bucal devido a traumatismos crénicos de
baixa intensidade, bem como fatores etioldgicos proteses mal adaptadas, diastemas,
arestas de dentes cortantes, ma higienizagdo, manobras iatrogénicas profissionais,
dentre outras formas. Sua frequéncia esta mais relacionada a proteses removiveis mal
adaptadas e/ou antigas, por serem causa de traumas constante e inflamagao dos
tecidos bucais (SANTOS et al., 2004).

Estudos clinicos concordam que a regido anterior de ambos os maxilares sao
as mais afetadas que as regides posteriores. Possui alta frequéncia e constitui a leséo
mais prevalente. As mulheres sdo mais afetadas que os homens em uma proporcao
de 5:1, e especificamente na quarta ou quinta década de vida. O fato de serem maior
em mulheres podem estar associados aos aspectos estéticos com o uso das proéteses

e de mecanismos de alteragao hormonal associados. Possui caracteristicas clinicas
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de uma lesao exofitica ou elevada bem definida, com consisténcia variada entre firme
a flacida a palpagao, sendo que seu tamanho pode variar de menos 1 cm a grandes
lesdes que podem afetar a totalidade do vestibulo. Podem se apresentar séssil ou
pediculada, e lisa. Podem ser eritematosas e ulceradas semelhantes ao granuloma
piogénico, podendo ser unicas ou multiplas. Sua colorag&o pode variar de acordo com
a cor da mucosa adjacente, de crescimento lento e assintomatico, a ndo ser que
apresente ulceracdo (MUNANTE-CARDENAS et al., 2009).

Rodriguez e Sacsaquispe em 2005, determinaram a prevaléncia da HFI
associada ao uso de protese dental removivel e a fatores como: sexo, grau de
instrucao, idade, comprometimento sistémico, estado nutricional e higiene oral, tempo
de uso da prétese, tamanho e aspecto da lesdo em adultos maiores residentes em um
alberque. Avaliaram 91 pacientes e concluiram que a HF| se desenvolveu em menores
de idade, com ma higiene bucal, portadores de comprometimento sistémico que néo
tinham relagdo com o tipo de protese e seu tempo de uso.

Gordon-Nunez et al., (2008) analisaram morfologicamente através da técnica
de hematoxilina/eosina, a mucosa da hiperplasia fibrosa inflamatdria conjuntamente
com a displasia epitelial e o tecido normal, para obter maiores informag¢des sobre as
alteracdes epiteliais que poderiam estabelecer em uma possivel evolugao. Dentro do
contexto da HFI, observaram que o aumento do tecido era devido a uma elevagao no
numero de células. Um processo que ocorre de forma exclusiva com tecidos com
capacidade mitética comprometendo as células biologicamente normais capazes de
responder aos estimulos sem perder seu padrao morfolégico, e com a preservagao
da membrana basal. Sdo acompanhadas de mudancas em nivel subepitelial, tais
como hipervascularizagdo, fibrose e infiltrado inflamatério predominantemente
cronico. Suas caracteristicas histologicas sao epitélio estratificado escamoso
paraqueratinizado/ hiperparaqueratinizado/ ortoqueratinizado, hiperplasia,
degeneragao hidrépica, espongiose, discreta exocitose, processo discreto a
moderado de infiltrado inflamatério mononuclear e tecido conjuntivo denso.

Enfatizando a importancia das caracteristicas histopatologicas, Casian et al.,
em 2011, apresentaram um relato de caso em um paciente de 8 anos, em que o
histopatoldgico apresentou, sobreposi¢cao de tecido conjuntivo fibroso, rico em fibras
de colageno e fibroblastos, delimitado por um epitélio escamoso superficial, e

presenca de infiltrado inflamatério crénico com linfécitos, células plasmaticas,
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leucdcitos polimorfonucleares e poucos vasos sanguineos. O tecido conjuntivo variou

conforme a lesdo com a presencga de tecido de granulagéo imaturo.

2.4 Imunoistoquimica

E possivel localizar antigenos nos componentes histoldgicos e celulares,
mantendo a arquitetura original do tecido circundante através da imunoistoquimica.
Os ensaios de imunoistoquimica sdo analises de diagndstico altamente utilizados para
auxiliar na identificagdo e na caracterizagado biologica de tecidos, tipos de doencgas
neoplasicas e ndo neoplasicas. Apesar de serem métodos aplicados principalmente
para o diagnostico de neoplasias, alguns desses testes fornecem informacgdes de
prognostico e valor preditivo em neoplasias humanas e séao frequentemente criticos
para o tratamento adequado e eficaz dos pacientes. Estes ensaios requerem
formacdo especializada na selegdo do tecido de fixagcdo apropriado e de
processamento, preparacao dos artefatos de imunoistoquimica / imunocitoquimico,
selecao de controles, pré-tratamento, sistemas de detecgdo e reagentes, e extensa
formacgao na selegao de teste e interpretacdo dos resultados (TORLAKOVIC et al.,
2010).

Dako em 2009, salientou que a imunoistoquimica se apresenta como um
poderoso meio de identificagao de varias estruturas celulares e tecidulares que podem
estar diretamente associadas a doengas, e as consequéncias, funcionais e
morfoldgicas da acdo desses mesmos elementos. E uma area em permanente
evolugdo, devendo todos os investigadores que se dedicam a esta atividade
permanecer em constante procura. Tal como qualquer outro tipo de tecnologia, a
imunoistoquimica, necessita respeitar determinados requisitos de modo que possa ser
realizada de uma forma valida, correta e eficaz. A primeira condigdo € que o antigeno
deve permanecer insoluvel, mas disponivel no tecido, no decorrer da técnica. Essa
insolubilidade implica a sua permanéncia no local original. Assim, deve também
apresentar as caracteristicas que vao ser reconhecidas pelo anticorpo, em alguns
casos, pode ser necessario aplicar métodos de recuperagao antigénica. A segunda
condicdo é a marcagao especifica pelo anticorpo primario, isto €, o anticorpo devera
apenas ligar-se ao antigeno pretendido (marcagdo especifica) e ndo a outros
elementos estranhos (marcagao inespecifica). O que se pretende obter € uma

marcagao especifica do antigeno com auséncia de marcagao inespecifica de fundo.



38

Depois temos a terceira condigéo, ou seja, é fundamental conhecer os atributos dos
tipos de soros a aplicar clonalidade, classe/subclasse da imunoglobulina,
especificidade, reatividade e condi¢des de manuseamento; revelam-se essenciais
para a interpretacao de resultados, bem como para a avaliagdo da qualidade da
técnica. Finalmente surge a quarta e ultima condi¢&o, € imprescindivel o uso de uma
marcacao estavel com uma intensidade suficiente, que nao suscite qualquer tipo de
duvidas relativamente a presenga ou auséncia do antigeno no tecido.

Uma vez que os anticorpos, como proteinas que sao, n&do possuem cor propria
nem outra forma de serem visualizados nas preparagdes histoldgicas e citologicas, €
necessario encontrar forma de |hes conferir uma maneira de serem observaveis
quando se encontram ligados aos antigenos que se querem detectar em anatomia
patologica. Para tanto, existem duas metodologias de apresentacédo: o método direto
e indireto. O direto é utilizado somente um anticorpo primario, que possui o marcador,
conforme ilustrado na Figura 5a. Isto significa que o anticorpo que possui o marcador
se liga diretamente ao antigeno. O método indireto envolve um anticorpo primario nao-
marcado (primeira camada) que reage com o antigeno do tecido, e um anticorpo
secundario marcado (segunda camada) que reage com o anticorpo primario, conforme
ilustrado na Figura 5b. O anticorpo secundario deve ser produzido contra a IgG da
espécie animal em qual o anticorpo primario foi produzido. Esse método é mais
sensivel devido a amplificacdo de sinal através de diversas reagcdes de anticorpos
secundarios com diferentes sitios antigénicos do anticorpo primario. A segunda
camada de anticorpos pode ser marcada com corante fluorescente ou uma enzima
(SHI et al., 1997).

As técnicas de imunoistoquimica sdo uma ferramenta poderosa ao dispor do
diagndstico anatomopatologico e da investigagcao. Auxilia a pensar sobre o diagnostico
e, frequentemente, serve de complemento a um raciocinio, ndo o substituindo. De um
modo geral, sdo conhecidos e estudados diferentes antigenos que podem ser
expressados pelos diferentes tipos de doencgas, sendo necessario, muitas vezes,
detectar a sua existéncia para confirmar a doenga correspondente. Em outras
situacoes, recorre-se a técnicas imunoistoquimicas, nao para confirmar uma suspeita
proveniente do aspecto morfolégico da patologia, mas sim como ferramenta de
primeira linha, pois o aspecto morfolégico ndo indica caminhos definitivos. Assim,
recorrem-se a diagnosticos surgindo da imunoistoquimica como a principal
determinante da resposta final (FERRO, 2013).
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Figura 5 - (a) Método direto imunoistoquimico; (b) Método indireto imunoistoquimico.

M = Mediador
Ac1= Anticorpo 1

Ag= Antigeno I

Ag

a)

M = Mediador
Ac1= Anticorpo 1
Ac2= Anticorpo 2
Ag= Antigeno

b)

*Fonte: Adaptada de SHI et al., 1997.



3 OBJETIVO

Avaliar a presenga do imunomarcador Foxp3* das células Tregs em lesdes de
liquen plano bucal, cutaneo e hiperplasia fibrosa inflamatéria a fim de ampliar os

estudos sobre a etiopatogenia do liquen plano.



4 MATERIAIS E METODO

41 Consideracgoes éticas

O presente estudo foi submetido a analise pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFMS, sendo aprovado com o CAAE 50810915.8.0000.0021 (Anexo A).

Solicitou-se a autorizagdo aos responsaveis dos bancos de dados do
Laboratério de Patologia Faodo/UFMS e do Laboratério de Patologia do Hospital
Universitario/lUFMS para a utilizacdo dos artefatos pertencentes as suas instituicdes

de ensino e pesquisa, sendo devolvidos apds a realizagao do estudo (Apéndice A).

4.2 Caracterizagao do estudo

O presente estudo observacional avaliou, de forma sistematica, o registro da
expressao imunoistoquimica do Foxp3* através da analise quantitativa comparando

os casos de liquen plano bucal, liquen plano cutaneo e hiperplasia fibrosa inflamatéria.

4.3 Amostra

Para a realizagdo desta pesquisa, e com prévia autorizagao, utilizamos os
blocos de parafina com bidpsia bucal/cutanea de lesées de liquen plano arquivados
pelo Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia, de LP bucal e HFI,
e do Laboratério de Patologia do Hospital Universitario para bidpsias cutaneas de LP
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

A amostra foi intencional, foram selecionados 25 blocos com diagndstico de
liquen plano bucal e 11 blocos com diagnédstico de hiperplasia fibrosa inflamatdria,
triados no servigo do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia
(Faodo), 14 blocos com diagndstico de liquen plano cutaneo triados na Unidade de
Dermatologia (Famed) e Laboratério de Patologia do Hospital Universitario Maria
Aparecida Pedrossian, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul do periodo de
2007 a 2015.
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4.4 Critérios de selecao da amostra e analise de critérios

A seguir sao apresentados os critérios utilizados na metodologia deste estudo.

4.4 1 Critérios de inclusao

Foram incluidos os espécimes diagnosticados histopatologicamente como
liquen plano bucal e cutaneo que continham as informacgdes clinicas disponiveis para
caracteriza-los, e os espécimes de hiperplasia fibrosa inflamatéria com intenso
infiltrado inflamatdrio disposto em posicéo justaepitelial. Foram incluidos também os
espeécimes que continham material suficiente nos blocos de parafina para o
desenvolvimento da pesquisa.

O quadro apresenta a numeragao dos blocos utilizados no presente estudo,

segundo doenca e ano (Anexo B).

4.4.2 Critérios de exclusao

Material insuficiente para a realizagdo do experimento e/ou grandes areas de
necrose; problemas de fixacdo e processamento dos tecidos; ma conservagao dos
blocos; dados incompletos e falhas nos registros dos prontudrios; duvidas nos
diagnésticos; e também pacientes em que continham em seu historico clinico

doencgas, como artrite reumatdide, desordens alérgicas e outras doengas autoimunes.

4.5 Preparo, confec¢ao e produgao das laminas

Os artefatos foram levados ao laboratério APC-Lab Apoio em Patologia
Cirargica, localizado em Sao Paulo. Realizou-se os exames de imunoistoquimica com

a devida padronizacao do fabricante.

4.6 Estudo morfolégico

Dos espécimes de liquen plano bucal, cutaneo e hiperplasia fibrosa inflamatéria
selecionados para este estudo, foram realizadas uma analise histomorfolégica em
microscopia de luz, nos aumentos de 40x, 100x e 400x em cortes de 5 micrometros

(um) de espessura, dispostos em laminas de vidro e corados pela técnica da
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hematoxilina e eosina (HE), a fim de definir as caracteristicas histopatologicas,
incluindo algumas caracteristicas epiteliais/epidérmicas, tais como queratinizagao,
atrofia, apoptose (com corpos de Civatte), além da intensidade e localizagdo do
infiltrado inflamatario.

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada por dois observadores patologistas em
momentos diferentes apods a realizagao da calibracao intra e entre-observadores, com
o indice kappa > 0,80.

Para as lesbes bucais foi adotado o critério de diagndstico proposto pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (1978) e modificado por Van der Meij e Van
der Waal (2003) associado aos dados clinicos presentes nos prontuarios dos

pacientes descrito no Quadro 1.

Quadro 1 - Critérios de diagnéstico histopatolégico proposto pela OMS para LPB,
modificados por Van der Meij e Van der Waal, 2003.

e Presenca de uma zona em faixa, bem definida, de infiltragdo celular,
confinada a porgdo superficial do tecido conjuntivo, consistindo
principalmente de linfocitos

e Sinais de liquefagdo degenerativa na camada basal do epitélio

e Auséncia de displasia epitelial

4.7 Estudo imunoistoquimico

Do estudo imunoistoquimico realizado do material emblocado em parafina,
foram obtidos através de cortes de 3 ym de espessura e estendidos em laminas de
vidro previamente limpas e preparadas com adesivo, de acordo com a marca
solicitada pelo fabricante do marcador bioquimico (Quadro 2).

As sequéncias seguidas para cada marcador estdo descritas separadamente

de acordo com suas especificagdes do produto e do fabricante.
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Quadro 2 - Caracteristica do anticorpo utilizado para imunomarcagéo Foxp3™.

Anticorpo | Especificidade | Diluicdo | Fonte | Recuperagdo | Tempo de

Clone Antigénica | Incubacéao
Antic.
Monoclonal _ Cell Tris-EDTA .
EP340 de Coelho anti 1:150 Marque pH 9,0 Overnight
Foxp3*

4.7.1 Método imunoistoquimico do Foxp3*

A técnica utilizada seguiu o protocolo a seguir, de acordo com o fabricante:

Desparafinizagao: dois banhos em xilol, ambos por 10 minutos a
temperatura ambiente (TA);

Re-hidratacdo em cadeia descendente de etandis:

Alcool etilico absoluto | (5 minutos) TA;

Alcool etilico absoluto Il (5 minutos) TA;

Alcool etilico absoluto Ill (5 minutos) TA;

Alcool etilico absoluto IV (5 minutos) TA;

Alcool etilico 95°GL (5 minutos) TA;

Alcool etilico 80°GL (5 minutos) TA;

Remocéao de pigmentos formadlicos com hidréxido de aménia a 10% em
etanol 95° por 10 minutos, a temperatura ambiente;

Lavagem em agua corrente por 10 minutos;

Duas passagens em agua destilada por 5 minutos cada;

Recuperagéao dos sitios antigénicos

Lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua
destilada por 5 minutos cada;

Duas incubacgbes dos cortes, pelo periodo de 10 minutos cada, em
solucao de 0,3% de peroxido de hidrogénio em metanol para bloqueio
da peroxidade enddgena tecidual;

Lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua

destilada por 5 minutos cada;
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Duas passagens em solugdo tampao TRIS-HCI (trisdrocimetil-
aminometano, Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) pH 7,4 por 5
minutos;

Incubagcdo com os anticorpos primario (Quadro 1) diluido em solugao
BSA (albumina sérica bovina, BIOTEST S/A, S&o Paulo, Brasil) a 1%
conservada em azida sodica a 0,1% em TRIS-HCI pH 7,4;

Duas passagens em solugéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4
por 5 minutos cada;

Incubagao tampao TRIS-HCI, pH 7,4 (2 passagens — 5 minutos cada;
Incubagdo de um anticorpo secundario + Envision (Dako Co.,
Carpinteria, CA, USA)

Incubacao do complexo avidina/biotina, diluido em TRIS gelado (A+B);
Lavagem em solugao tampao TRIS-HCI, pH 7 ,4;

Imersdo em solugdo tampéo, duas trocas de 5 minutos;

Aplicacdo de um agente cromoégeno diaminobensidina 25 a 30 mg (3,3-
diaminobenzidina, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) diluida em
100ml TRIS-HCI pH 7,4, acrescida de 1,2 ml de perdxido de hidrogénio
10 volumes durante 3 minutos na camara escura;

Lavagem em agua corrente por 10 minutos;

Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer por 10 minutos a
temperatura ambiente;

Lavagem em agua corrente, 10 minutos;

Duas passagens em agua destilada por 5 minutos cada;

Desidratagcao em cadeia ascendente de etanais;

Alcool etilico 80°GL (2 minutos) TA;

Alcool etilico 95°GL (2 minutos) TA;

Alcool etilico absoluto | (5 minutos) TA;

Alcool etilico absoluto Il (5 minutos) TA;

Alcool etilico absoluto Ill (5 minutos) TA;

Diafanizagdo em dois banhos de xilol: xilol 1 (2 minutos) e xilol 2 (2

minutos);
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¢ Montagem da laminula em resina Permount (Ficher Scientific, Fair Lawn,
NJ, USA).

Para a imunoistoquimica, utilizamos o controle positivo para Foxp3*,
previamente com tecido do linfonodo para o anticorpo pesquisado, seguindo as
orientagdes do fabricante. Como controle negativo, substitui-se o anticorpo primario
por solugao de albumina de soro positivo (BSA — Bovine Serum Albumin) a 1% diluida
em solugao tampéo.

As amostras foram avaliadas em microscépico Zeiss Plan-acharomat
(415500.1800, Frankfurt, Alemanha), verificados campos histolégicos de linfocitos em
aumentos de 40X, 100X e 400X. Apos a avaliagao foram capturadas imagens para

arquivo no microscoépio supracitado.

4.8 Andlise do perfil imunoistoquimico

A expressdo imunoistoquimica do Foxp3* foi analisada considerando a
localizagdo da referida expressdo em tecido justaepitelial e intraepitelial através da
quantidade de células imunomarcadas, segundo critério de intensidade de marcagao
descrito por Santoro et al. (2004). Através de uma disposi¢ao aleatéria foram feitas a
leitura e analise de 10 campos consecutivos com o microscépio em aumento de 400x,
por intermédio de dois observadores. Para as células justaepiteliais e intraepiteliais foi
feita uma média representando a quantidade de células marcadas em cada campo,
conforme Loddenkemper et al. (2009). Os dados de ambas as somas foram expressos

em médias = erro padrao, conforme Di Stefano et al. (2009).
4.9 Andlise estatistica
Para a andlise estatistica foi utilizado o soffware GNU PSPP (livre e gratuito)

considerando um nivel de significancia de 5%, submetidos aos testes de Kolmogorov-

Smirnov e Kruskal-Wallis.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da amostra

Foram avaliados espécimes de 25 lesbes de liquen plano bucal, sendo
divididos em formas clinicas: reticular (20 casos, 80%) e erosiva (5 casos, 20%); 14
casos de liquen plano cutaneo (28%) e 11 casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria
(22%). Todos os espécimes foram retirados do Laboratorio de Patologia Bucal da
Faodo — UFMS e do Laboratério de Patologia da Famed-UFMS.

Grafico 1 - Caracterizacédo relativa (em %) dos casos diagnosticados no Laboratorio
de Patologia Bucal da Faodo (UFMS) e Laboratério da Famed (UFMS),
no periodo de 2007 a 2015. Campo Grande(MS). (n=50)

Liquen Plano
Cutaneo
28%

Reticular
80%

Hiperplasia
Fibrosa
Inflamatéria
22%

Erosivo
20%

Dentre as amostras coletadas para o liquen plano bucal, afetaram mais o
género feminino, com predominio na quinta década de vida. Quanto a localizagao,

prevaléncia na mucosa jugal e lingua conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuicédo e caracterizagéo relativa (em %) dos casos de liquen plano
bucal diagnosticados no Laboratorio de Patologia Bucal da Faodo (UFMS),
no periodo de 2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=25).

Variaveis Frequéncias (%)

Género

Masculino 40 (n=10)

Feminino 60 (n=15)
Idade

<40 anos 28 (n=7)

40 a 50 anos 36 (n=9)

> 50 anos 28 (n=7)
Localizagao*

Linqua 32 (n=8)

Mucosa gengival 24 (n=6)

Mucosa jugal 64 (n=16)

Regiao retromolar 8 (n=2)

Papilas interdentarias 4 (n=1)

* Os dados de localizagdo apresentam concomitancias.

5.2 Estudo morfolégico

Das caracteristicas histopatologicas analisadas das lesdes de LPB coradas
com hematoxilina-eosina (HE), verificou-se a presenga do epitélio pavimentoso
estratificado, lamina prépria frouxa e densa composta de tecido conjuntivo fibroso de
densidade variada.

Em relagcado as caracteristicas de queratinizacédo do epitélio do LPB foi dividido
em hiperparaqueratinizada (n=11; 44%), ortoqueratinizada (n= 8; 32%) e
paraqueratinizada (n=10; 40%). Contudo, o LPC apresentou distribuigdo igualitaria
entre ortoqueratinizado (n= 7; 50%) e hiperortoqueratinizada (n=7; 50%). Das
caracteristicas epiteliais, verificou-se que 20 casos (80%) de LPB apresentaram
predominéancia de acantose, enquanto apenas 5 casos (20%) mostraram atrofia. Ainda
do total, 5 casos (20%), exibiram projecdes epiteliais em forma de dente de serra.
Esta preponderancia também foi observada mesmo que em menor proporcao nos
casos de LPC, sendo 8 casos (57,14%) de hiperplasia e 6 casos (42,85%) de atrofia

epitelial/epidérmica, de acordo com a Tabela 2 (Figuras 6, 7 e 8).

De acordo com a presenca de exocitose nas lesdes, a Tabela 2 demonstra que
a maioria dos casos de LPB (n=19; 76%) apresentou infiltrado inflamatorio

intraepitelial em grande parte da extensao do epitélio. Enquanto que no LPC apenas
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6 casos (42,85%) foram observados. Verificou-se também a presenca de corpos de

Civatte na regiao justaepitelial dos espécimes, destes 20 casos (80%) foram de LPB

e 5 casos (35,71%) de LPC.

Tabela 2 - Distribuicdo e caracterizacao relativa (em %) dos casos de liquen plano
bucal e cutdneo quanto a queratinizacao, epitélio e exocitose das lesdes
diagnosticados no Laboratério de Patologia Bucal da Faodo (UFMS) e
Laboratério da Famed (UFMS), no periodo de 2007 a 2015. Campo

Grande (MS). (LPB, n=25 e LPC, n=14).

Variaveis LPB (%) LPC (%)

Queratinizagao

Paraqueratinizado 40 (n=10) 0

Ortoqueratinizado 32 (n=8) 50 (n=7)

Hiperparaqueratinizado 44 (n=11) 0

Hiperortoqueratinizado 0 50 (n=7)
Epitélio

Atrofia 20 (n=5) 42,85 (n=6)

Hiperplasia 80 (n=20) 57,14 (n=8)
Exocitose

Infiltrado Intraepitelial 76 (n=19) 42,85 (n=6)

Corpos de Civatte 80 (n=20) 35,71 (n=5)

LPB — Liquen Plano Bucal. LPC — Liquen Plano Cutaneo.

Nos casos de LPB e LPC analisados, o tecido conjuntivo fibroso foi

predominantemente frouxo, exibindo infiltrado inflamatério basicamente linfocitico,

posicionado em faixa continua em regido justaepitelial.

A andlise dos cortes histologicos de hiperplasia fibrosa inflamatéria mostrou

fragmentos de mucosa oral revestidos por epitélio pavimentoso estratificado com

camada cérnea de espessura variavel, sendo ortoqueratinizada ou paraqueratinizada,

com hiperplasia, acantose e exocitose variavel. O tecido conjuntivo fibroso subjacente

foi geralmente frouxo, exibindo infiltrado inflamatdrio, na sua maioria mononuclear,

situado em regido justaepitelial.
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Figura 6 - Corte histolégico do liquen plano bucal corado em HE, mostrando camada
de ortoqueratina, epitélio atréfico, e infiltrado inflamatério intraepitelial
(400x).

Figura 7 - Corte histolégico do liquen plano cutdaneo corado em HE, exibindo
hiperortoqueratina, epitélio hiperplasico, e denso infiltrado inflamatdrio
justaepitelial (200x).
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*Fonte: Laboratério de Patologia da Universidade Federal de Mato Grdsso do Sul (Faodo).
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5.3 Imunoistoquimica para o Foxp3*

A marcagao imunoistoquimica para o Foxp3™, de cor marrom acastanhada em
regido nuclear/citoplasmatica foi analisada em microscopia de luz, que se revelou
difusa quanto a distribuicdo, localizando-se nas células do infiltrado inflamatério
linfocitico situado na regido justaepitelial, bem como em poucas células inflamatérias
intraepiteliais.

Foram contadas as células justaepiteliais e intraepiteliais do infiltrado
inflamatdrio imunomarcadas para o Foxp3* em 10 campos consecutivos, sendo obtida
uma média para cada caso. Encontrou-se uma média % erro padrao de todos os casos
de LPB, LPC e HFIl. A comparagao entre os processos patolégicos em relagéo a
quantidade de células marcadas com Foxp3™, tanto no tecido justaepitelial quanto no
intraepitelial, foi realizada por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido por pos-teste de Dunn, uma vez que a maior parte das amostras néo
passaram no teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para verificar diferencas
estatisticamente significativas (nivel de significancia de 5%).

De acordo com a contagem na regiado justaepitelial, o LP bucal exibiu uma
meédia de 5,39 + 1,56 de células marcadas por campo. O LP cutaneo exibiu uma média
maior que o bucal 23,10 + 4,80. Os casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria, por sua
vez exibiram média menor que os tipos clinicos de LP, correspondendo a 1,39 + 1,23.
(Tabela 3) (Grafico 2)

Tabela 3 - Quantidade, média + erro padréo e probabilidade relativo a contagem de
células justaepiteliais imunomarcadas do Foxp3* por campo dos casos
diagnosticados no periodo de 2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=50)

Células Média * Erro Valor de P
LP Bucal 1348 5,39 + 1,56 P < 0,0001
LP Cutaneo 3235 23,10 £ 4,80 P>0,076
HFI 153 1,39+ 1,23 P < 0,0001

Como a distribuicado dos dados nao foi Normal em todos os casos, aplicou-se
teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar a relagado existente entre a
imunomarcacao para o Foxp3* entre a relacdo LPB, LPC e a HFI separadamente,

onde mostrou diferenga estatisticamente significativa entre a relacédo LPC x LPB e a
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LPC x HFI (P<0,001), no entanto, ndo foi observado diferenga significativa para a
relacédo LPB e a HFI (P>0,05). Estes dados sdo demonstrados na Tabela 4 (Figuras
8,10, 11 e 12).

Grafico 2 - Frequéncia de células Treg imunomarcadas pelo anticorpo Foxp3* em
regiao justaepitelial por campo dos casos diagnosticados no periodo de
2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=50)
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* Diferenca significativa.

Tabela 4 - Diferengca média e valor de P obtidos através da quantidade de células
imunomarcadas justaepiteliais do Foxp3®™ por campo, dos casos
diagnosticados no periodo de 2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=50)

Diferenga de Valor de P
classificagao média
LP Bucal X LP Cutaneo 17,680 P < 0,001
LP Bucal X HFI 5,775 P> 0,05
LP Cutaneo X HFI 23,455 P < 0,001

Teste Kruskal-Wallis com pds-teste Dunn.



53

De acordo com a contagem das células imunomarcadas na regiao intraepitelial,
o LPB exibiu uma média de 0,61 £ 0,25 de células marcadas. O LPC exibiu uma média
maior, sendo 0,92 £ 0,26. Os casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria, por sua vez,
exibiram uma média muito menor que os casos de LPB e LPC, correspondendo a 0,03
1 0,03. (Tabela 5) (Grafico 3).
Tabela 5 - Quantidade, média + erro padrao e probabilidade relativo a contagem de

células intraepiteliais imunomarcadas do Foxp3* por campo dos casos
diagnosticados no periodo de 2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=50)

Células Média * Erro Valor de P
LP Bucal 84 0,61+0,25 P < 0,0001
LP Cuténeo 130 0,92 + 0,26 P>0,10
HFI 4 0,03+0,03 P < 0,0001

Grafico 3 - Frequéncia de células Treg imunomarcadas pelo anticorpo Foxp3* em
regiao intraepitelial por campo dos casos diagnosticados no periodo de
2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=50)
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Verificou-se ainda a relacdo existente entre a quantidade de células
intraepiteliais marcadas pelo Foxp3*® entre as doencas LPB, LPC e HFI,
separadamente, entre os LPB e LPC analisados com HFI. Apenas a relagcéo LPC e
HF| apresentou diferencga estatisticamente significativa (P<0,01). Enquanto que as
outras relagdes nao revelaram diferenga estatisticamente significativa (P>0,05). Estes
dados sdo demonstrados na Tabela 6 (Figura 8, 9, 10 e 12).

Tabela 6 - Diferenga média e valor de P obtidos através da quantidade de células

imunomarcadas intraepiteliais do Foxp3® por campo, dos casos
diagnosticados no periodo de 2007 a 2015. Campo Grande (MS). (n=50)

Diferenga de Valor de P
classificagao média
LP Bucal X LP Cutaneo 7,720 P>0,05
LP Bucal X HFI 8,825 P>0,05
LP Cutaneo X HFI 16,545 P<0,01

Figura 8 - Imunoexpressédo do marcador Foxp3+ em liquen plano bucal, mostra
marcacao intraepitelial e justaepitelial (200x).
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*Fonte: Imagem tirada no Laboratério de Patologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

(Faodo).
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Figura 9 - Imunoexpressdo do marcador Foxp3+ em liquen plano bucal, exibindo
marcacao intraepitelial (400x).

Figura 10 - Imunoexpressdo do marcador Foxp3® em liquen plano cutaneo,
apontando marcacgao intraepidermico e justaepidérmico (200x).

(FAODO)
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Figura 11 - Imunoexpressdao do marcador Foxp3+ em liquen plano cuténeo,
apontando marcacgao justaepidérmico (400x).

Figura 12 - Imunoexpressao do marcador Foxp3* em hiperplasia fibrosa inflamataria,
exibindo marcagao justaepidérmico (200x).

(FAODO).



6 DISCUSSAO

As lesdes extrabucais associadas ao LPB afetam além da pele, a mucosa
genital, couro cabeludo e unhas. (SHKLAR, 1972; ANURADHA, 2008). De etiologia
desconhecida, podem ser manifestadas clinicamente em papular, reticular,
eritematosa e erosiva (SHKLAR, 1972; SUGERMAN et al.,2002; BIDARRA, 2008;
SCHLOSSER, 2010), sendo a forma erosiva considerada a mais sintomatica
(CARROZO; THORPE, 2009). Contudo a forma reticular é mais frequente em
detrimento da forma erosiva (ANDREASEN, 1968; SHKLAR, 1972; AXELL;
RUNDQUIST, 1987; EISEN, 2002; ANURADHA, 2008). Acometendo mais mulheres
que homens principalmente entre a quarta e quinta década de vida (AXELL;
RUNDQUIST, 1987; SUGERMAN; SAVAGE, 2002), sendo a mucosa jugal mais
afetada (EISEN, 2002).

O presente estudo estd em concordancia com os autores uma vez que 60%
dos casos afetam mulheres e com prevaléncia na quarta década de vida (36%), destas
80% foram lesdes reticulares, e sua localizagao mais afetada a mucosa jugal.

Histologicamente o LPB em relagdo ao tipo de queratinizacédo, evidenciou
niveis equilibrados de paraqueratose, ortoqueratose e hiperparaqueratose, este ultimo
um pouco maior que os demais, isto, devido a maior parte das amostras serem de
mucosa jugal e bordo de lingua. Ao receber estimulos externos ocorre um aumento
significativo na produgao de queratina. Apresentou em 76% dos casos de LPB denso
infiltrado inflamatério predominantemente linfocitico disposto em forma de faixa em
regido subepitelial. Havendo estudos que citam a presenga deste achado histolégico
como uma das caracteristicas principais do liquen plano (MOLLAOGLU, 2000;
ANURADHA, 2008).

O liquen plano ainda apresenta etiologia desconhecida, contudo possui
resposta imunemediada por infiltrado inflamatorio predominante em linfécitos T
(EISEN, 2005), em particular as células T CD8* que sao citotoxicas aos queratindcitos
na camada basal do epitélio, sobrepondo as células T CD4* (FARHI; DUPIN, 2010;
BARBOSA et al, 2015). O ataque das células T auxiliares contra o epitélio e as agdes
do infiltrado, incluindo as células dendriticas as epiteliais, sdo considerados os mais
provaveis na patogénese do liquen plano bucal, associados a expressédo do MHC I
(LOPES; COTRIM, 2001; FARHI; DUPIN, 2010). As células T CD8" lesionais por sua
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vez, podem ser ativadas por um antigeno de queratinécitos basais associados com
MHC | promovendo uma resposta rapida e a consequente apoptose dos queratindcitos
(SUGERMAN et al.,2000; SUGERMAN; SAVAGE, 2000; CARROZZO, 2014).

A identificacdo de células Tregs recentemente descritas como um subconjunto
de células T CD4* tem estendido seu papel no paradigma da imunidade adaptativa
(HORI et al., 2003). Tem importante papel na modulagdo de doengas autoimunes e
desordens inflamatoérias (MIYARA; SAKAGUCHI, 2011). O LP é caracterizado por
uma resposta imunemediada de células T contra células epiteliais, causando
destruicao celular e infiltracdo subepitelial de linfocitos T. Estudo recente encontrou
grande numero de células Tregs Foxp3®™ no LPB comparado ao tecido sadio
(PEREIRA et al., 2012).

No presente estudo verificou-se que dos 25 casos de LPB e 14 casos de LPC
analisados, todos apresentaram marcagao positiva para o Foxp3*, muito embora em
diferentes quantidades. Confirmou-se que os niveis quantitativos do Foxp3* em lesbes
de LP foram aumentadas comparadas a HFI. Devido as células Tregs terem um papel
principal na indugdo e manuteng¢ao da tolerancia e supressao da resposta imune, o
grande numero de Foxp3* em lesdes de LP indicam um aumento de células Tregs na
tentativa de controlar a resposta imune exacerbada. Demonstrou-se que os niveis de
Foxp3* no infiltrado inflamatério do LPC foi aumentado comparado ao LPB e HFI. Este
resultado sugere que € uma molécula principal imunoldgica a desempenhar papel na
patogénese do LP, melhorando a nossa compreensao da resposta inflamatdria. O que
segundo De Boer et al. (2007) relataram que, em doengas distintas, onde ha maior
atividade da doenga, maior o numero de células Tregs encontradas.

O estudo acabou por focalizar as diferencas de comportamento
imunoistoquimico do LPB e LPC. A maioria das doencgas inflamatérias da mucosa
bucal e da pele sdo devido a resposta imunemediada por células T. Estudos
comparativos destes mecanismos pelos quais as células T reagem nestes tecidos
devem ser realizados. O LP que afeta a mucosa bucal e a pele exibe manifestagdes
clinicas distintas e o surgimento em cada 6rgao de maneira diferenciada, de acordo
com as variagdes na sua estrutura e funcdo. A mucosa bucal e pele diferem na
queratinizacao, padrdes, resisténcia a pressdo externa, ambiente seco e umidade.
Além disso, a pele tanto quanto a mucosa bucal é exposta a grandes quantidades de
antigenos, bactérias, virus ou fungos. Assim, fazendo possivel a carga antigénica

interfirir nas células imunocompetentes.
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Para explorar as células imunocompetentes que poderiam explicar a
heterogeneidade do comportamento clinico, avaliou-se a expressdo do Foxp3*, que
foi significativamente maior em LPC comparado ao LPB. Isto indica que células Tregs
foram significativamente maiores no LPC comparado ao LPB. Esta diferenga no
numero das células Tregs Foxp3* influenciam no curso clinico das duas variantes de
LP. A acdo do meio externo € uma outra possibilidade para explicar a alteragao do
numero de Tregs nas lesGes de pele, e da microbiota bucal nas lesbes de LPB. A
expressao de Foxp3*™ em pacientes com LPB esta associada a gravidade e duragao
da doenga, sugerindo alterada resposta no desenvolvimento, evolugéo clinica e na
capacidade de resultado ao tratamento. Isso pode estar relacionado também ao fato
de o LPB atingir pacientes com duragao prolongada da doencga, além de nao terem
remissao espontanea, se comparado ao LPC. Fatores psicogénicos, dentes afiados,
restauracdes metalicas, proteses metalicas, intenso numero de bactérias na
microbiota bucal dentre outros fatores, acarretam na gravidade e duragao da doenca.
Maiores investigagdes sao necessarias para a performance do mecanismo de células
Tregs Foxp3*™ nas lesbes de LPB. Isso pode depender de diferentes mecanismos
imunopatologicos refletidos pela composicdo celular do infiltrado inflamatério
subepitelial e reagdes de células epiteliais.

A ideia de que as subpopulacbdes de linfécitos no LPB apresentem um
desequilibrio numérico, ocasiona falha nas fungdes supressoras, progredindo com a
doenca e as alteracgdes clinicas, intensificando-se, dessa maneira ha o aumento das
células citotéxicas predominando no infiltrado inflamatério local onde o ambiente é
menos favoravel ao seu controle.

Considerando as diferengas no comportamento do sistema imune da mucosa
bucal e cutanea focados em mecanismos de tolerancia a exposi¢ao a um antigeno
que modula a resposta para um comportamento tolerogénico, tomados em conjunto,
estes dados oferecem uma explicacao para a diferengca de comportamento clinico das
duas variantes da doenga. Suportam a hipétese de que mecanismos
imunopatogenéticos diferentes podem ser envolvidos. O que podemos sugerir que
células Tregs induzidas perifericamente podem estar aumentadas em processos
inflamatdrios cutaneos se comparados ao bucal. Além disso, deve-se notar que estes
resultados nao foram influenciados pela terapia, desde que nenhum paciente recebeu
tratamento para influenciar o comportamento imunolégico antes da bidpsia. Conforme

proposto para outras doengas autoimunes crénicas associadas com células Tregs
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(SUGIYAMA et al., 2005), o envolvimento de Foxp3* na patogénese de LP pode ser
considerado seletivo para o auxilio terapéutico.

O método imunoistoquimico usado para detectar Foxp3* néo é suficiente para
relacionar em relacéo a etiopatogenia do LP, mas auxilia na compreensao de que este
também pode ser um fator envolvido ou associado a outros na descoberta de novos
meios de controle e tratamento da doenca, além de suas possiveis causas.

Considerando a capacidade ja estabelecida das células Tregs de modular as
respostas imunoldgicas, juntamente com o grande potencial (de regeneragao) que o
LPC apresenta para remissao espontanea, ressalta-se que o desenvolvimento e a
implantagdo de novas estratégias imunoterapéuticas que regulem as frequéncias e
funcdes destas células possam futuramente auxiliar no tratamento de varias lesdes

inflamatorias mediadas imunologicamente, entre elas o LPB.



CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

a.) O Foxp3* esta presente nas lesdes de liquen plano;

b.) Apresenta-se em maior quantidade em lesdes de liquen plano cutaneo que
liquen plano bucal;

c.) Podemos especular que por participar da modulagao imunoloégica em maior
quantidade em LPC, justificaria o fato das lesdes terem sua regressao
espontanea, diferentemente do LPB que nao evolui;

d.) A imunoexpressao do Foxp3* tanto para as células justaepiteliais quanto
para as intraepiteliais tiveram maior marcacéo para o LPC, sendo que o LPB

e HFI tiveram suas expressdes, porém em menor quantidade.
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Apresentagao do Projeto:

O liquen plano (LP) bucal é uma doenga autoimune mucocutanea e inflamatéria. Apresenta-se com
diferencgas clinicas descritas em: reticular (papular, em placa), erosiva (bolhosa, ulcerada) e eritematoso
(atréfica), sendo que as multiplas morfologias podem apresentar-se simultanemente. N&o ha cura para o LP
bucal e cutaneo. Os tratamentos atuais sdo paliativos e tém eficacia variada. Os pacientes com LP séo
gerenciados com medicamentos que ndo foram desenvolvidos nem destinados a administragéo e tratamento
das lesGes orais, necessitando de estudos eficazes e adequados. Existem poucos estudos cientificos de
marcadores imuno-histoquimicos de processos inflamatérios em lesdes de liquen plano bucal, e ndo ha na
literatura uma correlagéo direta entre o Foxp3, e a Interleucina-23, assim este estudo ird propor um novo
modelo de interagdo entre as células Treg FoxP3+, células T e queratindcitos na patogénese do liquen
plano, fornecendo dados para auxiliar na busca de uma etiopatogenia.

Objetivo da Pesquisa:
Comparar a expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos, Foxp3+ e IL23 no liquen plano bucal e
cutaneo com o infiltrado inflamatério da hiperplasias fibrosas inflamatérias.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos para os pacientes, pois os mesmos nao serdo atendidos por nés, apenas utilizaremos os
artefatos armazenados no laboratério de Patologia Bucal da UFMS.

A elaboragdo da imuno histoquimica sera realizada por um laboratério quimico especializado de Sao Paulo.
O estudo ira beneficiar e impactar a sociedade cientifica tanto do estado do Mato Grosso do Sul quanto a
comunidade cientifica mundial atentando para a necessidade continua de estudo e pesquisa para o liquen
plano, especificamente o bucal, uma doenga autoimune que ainda possui uma pequena porcentagem de
malignizagéo, sendo pré-cancerizavel. Por acometer a cavidade bucal, LP apresenta maior dificuldade para
uma remisséo rapida devido a gravidade e implicagdes celulares das lesdes. Nenhuma remisséo e alivio de
lesbes sintomaticas apresentam remissdo espontanea, causando muita dor, dificuldade na alimentacéo,
apatia, febre e outros sintomas, que ap6s o inicio do tratamento leva alguns dias para a cicatrizagdo. Uma
maior conscientizagdo da populagéo para a procura de profissionais assim poderdo aprender a lidar com
esta patologia, seus sinais e sintomas procurando ajuda, através de palestras e divulgagéo para a busca de
tratamento. A coleta para os artefatos de estudo serdo realizadas através dos bancos de dados da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, devido a elevada demanda de materiais biopsiados de
pacientes com estas enfermidades da rede publica, assim poderemos saber a condigdo bucal em nosso
municipio, além de contribuirmos para a saude publica de nosso Estado. Uma vez que nosso estado é
conhecido mundialmente pela cura e tratamento de doengas dermatol6gicas como foi o “Fogo Selvagem”, o
pénfigo, na década de 40, pelo Hospital Adventista do Pénfigo, poderemos manter a sensibilidade e a
oportunidade de sermos cooperadores em doengas dermatoldgicas autoimunes como o liquen plano bucal e
cutaneo, que ainda apresentam cura e etiopatogenia ainda ndo conhecidas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Na primeira versédo do Projeto, foi informado pela pesquisadora que o projeto "sera custeado por edital de
fomento/bolsa de estudo, ou verba particular". Na segunda versédo apresentada na Plataforma Brasil a
pesquisadora atribuiu a ela a responsabilidade pelo orgamento (financiamento préprio). Solicitamos que,
caso a pesquisadora esteja no aguardo de aprovagdo de recursos externos para custeio e ndo seja
contemplada, impedindo a realizagéo da pesquisa, que o Comité de Etica em Pesquisa da Instituigao seja
informado.

Solicitamos adequagéo do cronograma de execugéo das atividades, programando a atividade de "triagem
dos prontuarios e dos blocos de parafina contendo lesdes de liquen plano e hiperplasia
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fibrosa inflamatéria" para ocorrer ap6s a aprovagéo ética do Projeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O pesquisador atendeu todas as solicitagdes de adequacao feitas apés analise ética do Projeto:

- a folha de rosto foi apresentada devidamente assinada pela Instituicdo Proponente;

- foram inseridos no projeto anexado os riscos e beneficios da pesquisa, o orgamento e a

responsabilidade pelo financiamento;

- foi retirada a informag&o sobre a aplicagcdo do TCLE aos pesquisadores que fardo a analise das laminas, ja
que o TCLE é sempre direcionado aos participantes da pesquisa;

- a dispensa de TCLE foi devidamente justificada pela pesquisadora: "Os prontuarios serdo apenas
analisados apenas a titulo de critérios de inclusdo e exclusdo, ndo entraremos em contato com os
pacientes, uma vez que muitos morreram, moram em outras capitais e estdo sem os dados cadastrais
atualizados, ndo sendo necessario o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido";

- foi apresentada a responsabilidade pelo orgamento da pesquisa: financiamento préprio.

Recomendagoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

O pesquisador atendeu todas as solicitagdes de adequagéo feitas apos analise ética do Projeto:

- a folha de rosto foi apresentada devidamente assinada pela Instituigdo Proponente;

- foram inseridos no projeto anexado os riscos e beneficios da pesquisa, o orgamento e a

responsabilidade pelo financiamento;

- foi retirada a informag&o sobre a aplicagdo do TCLE aos pesquisadores que fardo a analise das laminas, ja
que o TCLE é sempre direcionado aos participantes da pesquisa;

- a dispensa de TCLE foi devidamente justificada pela pesquisadora: "Os prontuarios serdo apenas
analisados apenas a titulo de critérios de inclusdo e exclusdo, ndo entraremos em contato com os
pacientes, uma vez que muitos morreram, moram em outras capitais e estdo sem os dados cadastrais
atualizados, ndo sendo necessario o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido";

- foi apresentada a responsabilidade pelo orgamento da pesquisa: financiamento proéprio.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
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ANEXO B — Numeragéao dos blocos utilizados no estudo.

N° Caso N° Laudo N° Caso N° Laudo
1 71/07 26 84/14
2 143/07 27 87/14
3 206/07 28 89/14
4 45/09 29 103/14
5 70/09 30 108/14
6 204/09 31 117/14
7 238/09 32 126/14
8 12/10 33 132/18
9 18/10 34 142/14
10 142/10 35 67/16
11 18/12 36 76/16
12 63/12 37 550/13
13 67/12 38 1919A/13
14 77/12 39 1919B/13
15 82/12 40 1243/13
16 83/12 41 1293/13
17 27/13 42 3300A/13
18 44/13 43 3300B/13
19 47/13 44 369/14
20 92/14 45 369%/14
21 12/16 46 784/14
22 13/16 47 805/14
23 41/16 48 1914/14
24 43/16 49 323/15
25 77/16 50 1627/15




APENDICE A - Solicitacdes de autorizacdo para consulta de prontudrios, laudos e
empréstimo de materiais dos laboratorios.

SOLICITACAO DE AUTORIZACAO

Eu, Olivia Tosta de Macedo Vianna Mateus, portadora do R.G 001765855
SSP/MS, pesquisadora do curso de Pos-Graduagdo da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul da Faculdade de Odontologia, do programa de carcinogenes, solicito
autorizagao da Prof? Dr? Rosana Mara Giordano de Barros, Prof? Responsavel pelo
Laboratorio de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia da UFMS, para acesso
aos blocos de parafina contendo material biopsiado, requisicoes de exames e laudos
histopatologicos para atividades relacionadas a pesquisa cientifica e elabora¢ao de
dissertagao de mestrado intitulada “Expressao imunoistoquimica de Foxp3' e IL-23
em lesoes de liquen plano oral e cutaneo” sob orientacdo da Prof? Dr? Rosana Mara

Giordano de Barros, no periodo de maio de 2015 a janeiro de 2017.

Comprometo-me a utiliza-los e devolve-los aos seus respectivos banco de
dados ao término da pesquisa, ou quando solicitado, de maneira sempre a zelar o

conteudo sem causar danos.

Campo Grande, 26 de maio de 15.

nnl
Olivia Tosta de Mace/do Vianna Mateus

Mestranda em Patologia Bucal
Solicitante

of? Dr“}ﬁsana Mar Glordano de Barros
Responsavel pela Disciplina e Laboratorio de Patologia Buco-Dental

Ciente/Autorizado: % ' ru«\ 0'* W R



SOLICITACAO DE AL TORIZACAO

Fu, Olivia Tosta de Macedo Vianna Mateus, portadara do R.G DOT765855
SSP/MS, pesquisadora do curso de Pos-Graduacio da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul da Faculdade de Odontologia, do programa carcinogenese,
solicito autorizagio da Prof® Dr Ginter Hans Filho coordenador do setor de
dermatologia da Faculdade de Medicina da UFMS, para ter acesso aos dados ¢
materiais para pesquisa, tanto de laboratorios quanto para o8 prontwirios nas
atividades relacionadas & pesquisa cientifica ¢ claboragio de dissertagio de
mestrado intitulada “Expressao imuno-histoquimica de Foapd ¢ H-23 em lesoes
de liquen plano bucal, cutanco ¢ hiperplasia fibrosa inflamatoria™ sob orientagio
da Prof* Dr" Rosana Mara Giordano de Barros, no periodo de agosto de 201085 4
Janciro de 2017,

Comprometo-me a utiliza-los ¢ devolvé-los aos seus respectivos banco de
dados a0 término da pesquisa, ou quando solicitado, de mancira sempre a zelar o
conteado sem causar danos.,

Campo Grande, 25 de agosto de 2015,

Olivia Tosta de Macedo Vianna Mateus
Mestranda em Patologia Bucal
Solicttante”

/ @r. Ginter J1enS Filho
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SOLICITACAO DE AUTORIZACAO

Eu, Olivia Tosta de Macedo Vianna Mateus, portadora do R.G 001765855
SSP/MS, pesquisadora do curso de Pos-Graduagiio da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul da Faculdade de Odontologia, do programa carcinogénese,
solicito autorizaciio da Prof* Dra Nira Rejane Santos Pereira Coordenadora das
clinicas odontologicas da UFMS, para ter acesso aos dados e materiais para
pesquisa, tanto de laboratérios quanto para os prontudrios nas atividades
relacionadas A pesquisa cientifica e elaboragio de dissertagiio de mestrado
intitulada “Expressiio imuno-histoquimica de Foxp3' e IL-23 em lesdes de liquen
plano bucal, cutdneo e hiperplasia fibrosa inflamatéria” sob orientagiio da Prof*
Dr" Rosana Mara Giordano de Barros, no periodo de agosto de 2015 a janeiro de
2017.

Comprometo-me a consulti-los em seus respectivos bancos de dados, de
maneira a sempre zelar o contetido sem causar danos.

TN

Campo Grande, 01 de setembro de @
/ \
/)

\ ~
Olivia Tosta de Macedo Vianna Mateus
Mestranda em %alologia Bucal
Solicitante

Ciente/Autorizado:

Nara Rejane Santos Pereira
Coordenadora Clinica _
(5 FaodphEMS (
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SOLICITTACAO DE AT TORIZACAO

Fu, Olivia Tosta de Macedo Vianna Mateus, portadora do 16 B01765%55
SSP/MS, pesquisadora do curso de Pos-Graduacio da Unisersidade Federal de
Mato Grosso do Sul da Faculdade de Odontologia, do programa carcimogensse,
solicito autorizacio da Prof” Dr Paulo Zarate Pereira, Diretor da Faculdade de
Odontologia da UFMS, para ter acesso aos dados ¢ materians para a pesguina,
tanto de faboratorios quanto os prontugarios nas atividades relacionadas a pesguisa
cientifica ¢ claboracio de dissertagio de mestrado intitulada “Eapressao imuno-
histoquimica de Foxpd™ ¢ 11.-23 em lesdes de liguen plano bucal, cutaneo ¢
hiperplasia fibrosa inflamatoria®, sob orientacio da Prof® Dr" Rosana Mara
Giordano de Barros, no periodo de agosto de 20154 janciro de 2017

Comprometo-me a consulta-los em seus respectivos banco de dados, de
mancira a sempre zelar o conteado sem causar danos,

Campo Grande, 15 de outubro de 15

Olivia Tosta
Mestran

* Macedo Vianna Mateus
a em Patologia Bucal
Solicitante

Ciente/Autorizado: - 4 : ’ !9//0/‘&7,5




