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RESUMO

As lesdes orais do liquen plano e do lUpus eritematoso exibem aparéncia clinica e
histopatoldgica similar, o que dificulta o diagnostico. A presente pesquisa teve por
objetivo investigar critérios de diagndstico diferencial das lesdes orais das duas doencas
por meio de PAS e imunoistoquimica. Pacientes portadoras de lesdes orais de liquen plano
(n=21) e de ltpus eritematoso (n=23) foram submetidas a bidpsia incisional das lesdes, e 0
diagnostico clinico foi confirmado por HE e imunofluorescéncia direta. Apds a
confirmacdo diagnostica, os espécimes foram submetidos a coloracdo por PAS e
processamento imunoistoquimico. As imagens histologicas foram avaliadas no programa
Image ProPlus 5.4.1, sendo quantificadas a expressdo imunoistoquimica de CD1a, CD4,
CD8, CD20, caspase-3, triptase e a espessura da membrana basal. A expressdo
imunoistoquimica de CD1a foi significativamente maior no grupo liquen plano, tanto para
epitélio, quanto para conjuntivo. A expressdo de CD4 e CD20 em epitélio ndo diferiu
significativamente entre liquen plano e lUpus eritematoso; entretanto, no tecido conjuntivo
foi significativamente maior para o grupo liquen plano. A expressao de CD8 foi maior no
liquen, tanto para epitélio quanto para conjuntivo. A expressdo da caspase-3 ndo diferiu
significativamente entre 0s grupos, enquanto a expressdo da triptase foi maior no epitélio
das lesdes de lupus eritematoso. A espessura da membrana basal ndo exibiu diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Os resultados permitem concluir que (1) a
expressao imunoistoquimica de CD1a, CD4, CD8, CD20, caspase-3 e triptase, bem como
a espessura da membrana basal em PAS ndo constituem critérios definidores para
diagndstico diferencial entre lesdes orais de liquen plano e de lUpus eritematoso; (2) a
expressao imunoistoquimica de CD4, CD8 e CD20 é maior nas lesdes orais de liquen
plano do que nas de lupus, o que sugere que, no liquen, o infiltrado seja mais rico em
linfocitos; (3) a triptase estd mais expressada no epitélio das lesdes orais de lupus
eritematoso, enquanto o CD1la prevalece tanto em epitélio quanto em conjuntivo das
lesGes orais de liquen plano; (4) as lesdes orais de liquen plano e lGpus eritematoso
parecem diferir no que se refere ao antigeno que suscita a resposta inflamatoria, mas

partilham a apoptose de células epiteliais e inflamat6rias em sua patogenia.

Palavras-chave: Liquen plano. Lupus eritematoso sistémico. LUpus eritematoso
discoide. PAS. Imunoistoquimica.



SUMMARY

Oral lesions of lichen planus and lupus erythematosus share similarities either in clinical
or in histopathological appearance, which makes the differential diagnosis difficult.
This study aimed to investigate differential diagnostic criteria of oral lesions of both
diseases using PAS and immunohistochemistry. Patients with oral lesions of lichen
planus (n = 21) and lupus erythematosus (n = 23) underwent to lesions biopsy. The
clinical diagnosis was confirmed by hematoxylin and eosin stain (HE) and direct
immunofluorescence. After diagnostic confirmation, the specimens were processed by
PAS and immunohistochemistry. The histological images were analyzed in the Image
ProPlus 5.4.1 software, quantifying the expression of CD1a, CD4, CD8, CD20, caspase-
3, tryptase and the thickness of basement membrane. The immunohistochemical
expression of CD1a was significantly greater in the epithelium and connective tissue of
lichen planus. The expression of CD4 and CD20 in the epithelium did not significantly
differ between lichen planus and lupus erythematosus; however, in the connective tissue
it was significantly greater for lichen. Expression of CD8 was significantly greater in
both epithelium and connective tissue of lichen. The expression of caspase-3 did not
significantly differ between the groups, whereas tryptase expression was significantly
greater in the epithelium of lupus erythematosus. The basement membrane thickness did
not show significant difference between lichen planus and lupus erythematosus. The
results indicate that (1) the immunohistochemical expression of CDla, CD4, CDS8,
CD20, caspase-3 and tryptase as well as the thickness of basement membrane in PAS
are not definite criteria for differential diagnosis of oral lesions of lichen planus and
lupus erythematosus; (2) the immunohistochemical expression of CD4, CD8 and CD20
is greater in the lichen planus oral lesions than in lupus, which suggests that lichen has
more intense lymphocyte infiltrate; (3) tryptase is more expressed in the epithelium of
lupus oral lesions, while CD1a is more expressed either in the epithelium or in the
connective tissue of lichen; (4) oral lesions of lichen planus and lupus erythematosus
seem to differ for the antigen which triggers the inflammatory response, but they share

apoptosis of epithelial and inflammatory cells in their pathogenesis.

Keywords: Lichen Planus. Systemic lupus erythematosus. Discoid lupus
erythematosus. PAS. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O liquen plano é uma doenca inflamatdria cronica de etiologia desconhecida, que
afeta pele, mucosa oral e genital, couro cabeludo e unhas. Evidéncias sugerem o papel de
um desequilibrio imunoldégico em que as células basais do epitélio tornam-se alvo dos
linfocitos T na patogénese da doenca (SKLAVOUNOU et al., 2000; SUGERMAN e
SAVAGE, 2002; CARROZZO, 2008). As formas clinicas sdo variadas, apresentando-se
como lesBes estriadas e placas brancas, bem como areas eritematosas e/ou erosivas com
estrias brancas, podendo persistir por muitos anos com periodos de remissdo e exacerbacao
(ISMAIL et al., 2007).

O Itpus eritematoso é uma condicdo inflamatoria cronica considerada o prototipo da
doenca autoimune humana. A causa ainda é desconhecida, porém fatores genéticos,
imunolégicos, hormonais e ambientais tém sido implicados em sua patogénese. Enquanto o
lUpus eritematoso sistémico afeta varios 6rgdos e tem progndstico incerto, o ldpus
eritematoso discoide € uma condicdo menos grave e limita-se a pele e/ou a superficies
mucosas (LOURENCO et al., 2007). A prevaléncia do envolvimento da mucosa nos
pacientes com lpus é variavel. Segundo alguns autores, as lesGes orais estdo presentes em
9% a 45% dos pacientes com a forma sistémica da doenca e em 3% a 20% dos pacientes
com lGpus discoide (SCHIODT, 1984; BURGE et al., 1989; LOURENCO et al., 2007). A
apresentacdo clinica das lesbes orais nas formas discoide e sistémica do IGpus eritematoso
exibe um amplo espectro, que varia entre placas brancas com eritema central circundadas
por estrias esbranquicadas, placas eritematosas tipo favos de mel ou lesdes ulceradas
(ORTEU etal., 2001; LOURENCO et al., 2007).

As lesdes orais do liquen plano e do ldpus eritematoso exibem aparéncia clinica
similar. Os achados histopatol6gicos de ambas as doencas também se sobrepdem (ORTEU
et al., 2001; SCULLY e CARROZZO, 2008). O quadro histopatologico dos especimes
biopsiados de liquen plano oral exibe, na coloragdo por hematoxilina e eosina (HE),
ortoceratose e paraceratose na superficie do epitélio, degeneragdo da camada de células
basais, cristas epiteliais em forma de dentes de serra com infiltrado linfocitario em banda
imediatamente abaixo, e corpos de Civatte no epitélio e na interface do conjuntivo. As
caracteristicas imunopatoldgicas séo inespecificas, apresentando a deposi¢cdo de uma banda
desalinhada de fibrinogénio na zona da membrana basal (KULTHANAN et al., 2007,
ARISAWA et al.,, 2008). O Ilupus eritematoso, na coloracdo HE, exibe quadro
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histopatoldgico semelhante ao do liquen plano. A hiperceratose estd presente, ha
alternancia entre atrofia e espessamento da camada de células espinhosas, bem como
degeneracdo da camada basal e infiltrado linfocitario subepitelial (LOPEZ-LABADY et al.,
2007).

Ao exame por HE, o lupus exibe infiltrado inflamatorio profundo, geralmente com
orientacdo perivascular. O emprego da coloragcdo por acido periddico de Schiff (PAS)
também pode auxiliar na diferenciacdo das duas enfermidades, sendo que, no lGpus, exibe
depdsitos de material positivo em placa na regido da membrana basal e no edema
subepitelial (NEVILLE et al., 2004). Entretanto, ha quem defenda o emprego da
imunofluorescéncia direta para o diagndstico diferencial (SUGERMAN e SAVAGE, 2002;
BERBERT e MANTESE, 2005; KULTHANAN et al., 2007). A imunofluorescéncia direta
no tecido biopsiado das lesdes de pele de lupus eritematoso tem sido usada a fim de
auxiliar no diagnostico. As laminas mostram deposicdo de imunoglobulinas,
principalmente IgM e IgG, e componentes do complemento (C3) em banda desalinhada
(WU e LIN, 2007; NICO et al., 2008; WALLING e SONTHEIMER, 2009). Apesar de a
imunofluorescéncia direta ser um método complementar importante no diagnostico
diferencial das lesdes orais de liquen plano e lGpus eritematoso, deve-se considerar as
dificuldades de armazenamento, transporte e leitura das laminas nessa técnica. Os
espécimes biopsiados devem ser envoltos em gaze umedecida em soro fisioldgico,
congelados em nitrogénio liquido, ou armazenados em isopentano 99% P.A., e 0s
fragmentos, transportados para o laboratorio 0 mais breve possivel para serem submetidos a
microtomia no criostato. As laminas séo fixadas e marcadas com fluoresceina e devem ser
imediatamente fotografadas, ou as imagens digitalizadas, pois a intensidade da
fluorescéncia tende a diminuir com a exposicdo a luz e a temperatura ambiente. Além
disso, deve-se ter o cuidado de avisar antecipadamente o laboratério que realizard a
confeccdo e leitura das laminas (KULTHANAN et al., 2007).

A imunoistoquimica tornou-se um método diagnostico auxiliar importante em
muitas situacdes e tem sido amplamente empregada em pesquisa, para deteccdo e
investigacdo de antigenos. Diversos trabalhos que investigam o0s eventos imunologicos
envolvidos na patogenia do liquen plano s&o relatados na literatura, tanto para lesGes orais
como para lesdes cutdneas. As investigacGes baseiam-se na expressao de linfocitos T CD4
e CD8 (VILLARROEL DORREGO et al., 2002; OMAR et al., 2009), na destruicdo da

membrana basal e presenca de mastdcitos associados a essa destruigdo (ZHOU et al., 2002;
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LODI et al., 2005; JAHANSHAHI e AMINZADEH, 2010), na presenca de células de
Langerhans (HASSEUS et al., 2001; SANTORO et al., 2005; GUSTAFSON et al., 2007) e
nos mecanismos de regulacdo da apoptose (SKLAVOUNOU et al., 2000;
SKLAVOUNOU-ANDRIKOPOULOU et al., 2004; BASCONES-ILUDAIN et al., 2008;
ABDEL-LATIF et al., 2009). Estudos imunoistoquimicos também tém quantificado células
T e B, grau de apoptose e células de Langerhans no sangue circulante de pacientes com
lUpus eritematoso (FUNAUCHI et al., 2001; ROBAK et al., 2004; WOUTERS et al., 2004;
HAO et al., 2006), assim como em espécimes de biopsias de pele (BAIMA e
STICHERLING, 2001; KUHN et al., 2006). Entretanto, as alteragdes em lesfes orais da
doenca tém sido pouco relatadas na literatura (LOURENCO et al., 2007).

O quadro histolégico de qualquer tipo de lUpus eritematoso ndo é patognomaonico;
certamente, porém, é sugestivo da doenca. O mesmo acontece com as lesdes estriadas em
mucosa jugal bilateral do liquen plano oral. Considerando-se a dificuldade de um
diagnostico diferencial preciso e as peculiaridades técnicas da imunofluorescéncia direta, o
presente trabalho teve por objetivo investigar critérios de diagnostico diferencial entre
lesbes orais de liquen plano e lGpus eritematoso por meio de exame imunoistoquimico e
PAS.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  LIQUEN PLANO

O liquen plano é uma doenca inflamatoria mucocutanea cronica de etiologia
desconhecida, que acomete adultos de meia idade & prevaléncia de 0,2% a 2%, sendo as
mulheres afetadas em uma proporcdo de 3:2 em relacdo aos homens (NEVILLE et al.,
2004). Caracteriza-se como um processo imunologico mediado por linfocitos, em que as
células basais do epitélio tornam-se alvo dos linfocitos T (SKLAVOUNOU et al., 2000). O
fator desencadeante é desconhecido, entretanto é evidente que recrutamento e retengdo de
linfocitos sdo requisitos do processo (REGEZI et al., 2008).

Existem varias formas clinicas de liquen plano oral, sendo a reticular a mais
prevalente e caracterizada por numerosas linhas ceratdticas brancas entrelacadas,
denominadas estrias de Wickham. O liquen reticular ocorre tipicamente em padrdo
simétrico e acomete mais frequentemente a mucosa jugal. Lesbes estriadas podem,
também, ocorrer na lingua e, menos comumente, na gengiva e nos labios. O liquen em
placa assemelha-se a leucoplasia, mas tem distribuicdo multifocal, e os sitios mais afetados
sdo o dorso da lingua e a mucosa jugal. A forma atréfica apresenta-se como lesdes
avermelhadas com estrias brancas muito finas, mais frequentes em gengiva inserida; pode
envolver os quatro quadrantes e ser acompanhada das formas reticular e erosiva. No liquen
erosivo, as lesbes tém d&rea central ulcerada coberta por placa fibrinosa ou
pseudomembrana (REGEZI et al., 2008).

As caracteristicas histopatologicas do liquen plano oral sdo tipicas, porém
inespecificas, pois outras lesdes, como reacdo liquenoide a medicamentos e ao amalgama e
lUpus eritematoso podem mostrar padrdo histolégico semelhante. Graus variaveis de
ortoceratose e paraceratose podem estar presentes na superficie do epitélio, conforme a
procedéncia do espécime de biopsia seja de uma lesdo reticular ou erosiva. A espessura da
camada espinhosa também pode ser variavel. As cristas epiteliais podem estar ausentes ou
hiperplasicas, mas, classicamente, sdo pontiagudas ou tém forma de dentes de serra. A
destruicdo da camada basal do epitélio (degeneracéo hidropica) é evidente e acompanhada
por um intenso infiltrado predominantemente de linfocitos T imediatamente abaixo.
Ceratindcitos em degeneracdo podem ser observados em areas do epitélio e na interface

com o tecido conjuntivo e sdo denominados corpos coloides, citoides, hialinos ou de
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Civatte (VILLARROEL DORREGO et al.,, 2002; NAVAS-ALFARO et al.,, 2003;
NEVILLE et al., 2004).

A historia clinica completa e o exame fisico realizado por equipe multidisciplinar,
investigando lesbes orais, bem como de pele, unhas, couro cabeludo, mucosa genital,
esofagica, laringea e conjuntiva séo suficientes para o diagndstico clinico do liquen plano.
Entretanto, a bidpsia é necessaria para diferenciar o liquen plano oral de outras lesdes orais
ulceradas ou brancas, que incluem ceratose reativa, candidiase crénica hiperplasica,
displasia epitelial, lupus eritematoso discoide, anemia e neoplasias malignas. A
imunofluorescéncia direta é empregada para auxiliar no diagnéstico diferencial
(SUGERMAN e SAVAGE, 2002; SCULLY e CARROZZO, 2008).

2.1.1 Apoptose

Apoptose é a morte celular programada que segue caracteristicas bioquimicas e
aspectos morfoldgicos especificos. Pode ser induzida por fatores intrinsecos ou
extrinsecos, e esses estimulos iniciam a ativacdo da cascata de caspases. Durante a
apoptose, DNA, RNA e proteinas sdo modificados pela clivagem completa de proteases,
caspases e endonucleases. A apoptose ocorre durante varios processos bioldgicos, e as
celulas mortas sdo continuamente retiradas dos tecidos por um sistema fagocitario
altamente eficiente (MUNOZ et al., 2008).

A apoptose tem surgido nas Ultimas décadas como um importante processo
biolégico envolvido na fisiologia e na patogénese de algumas doengas. Os ceratindcitos
apoptéticos ou corpos de Civatte do liquen plano oral séo rotineiramente observados em
microscopia de luz como células encolhidas com nicleo condensado e citoplasma
eosinofilico, que foram induzidas a apoptose pelos linfocitos T ativados (LORO et al.,
2005).

Estudos de microscopia de luz identificam os corpos coloides ou de Civatte como
estruturas eosinofilicas presentes no epitélio e na ldmina prépria. Tais estruturas localizam-
se na juncdo dermoepitelial e, ocasionalmente, em regido intraepitelial, sendo que, no
liqguen plano, tendem a ocorrer em agrupamentos PAS-positivos nos cortes corados por
PAS e exibem fluorescéncia intensa para IgM na imunofluorescéncia direta (GRIFFIN et
al., 1980).

Tanto em espécimes de liquen plano oral, quanto cutaneo, os corpos de Civatte sdo

mais frequentes nas areas de infiltrado linfocitario intenso. Em alguns casos, essas
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estruturas apresentam-se unidas aos linfocitos, o que sugere que tenham papel importante
na sequéncia de eventos que precedem o desenvolvimento das lesdes (SHOUSHA e
SVIRBELY, 1977).

Considerando a possibilidade de as alteracdes da diferenciacao epitelial observadas
no liquen plano estarem associadas ao desequilibrio entre proliferagdo e morte celular,
Sklavounou et al. (2000) investigaram a expressdo imunoistoquimica do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e de proteinas reguladoras da apoptose em espécimes de bidpsia de
liquen plano oral. Vinte e dois espécimes de biopsia de lesdes de liquen e 10 espécimes-
controle foram imunomarcados com anti-Bcl-2, anti-Bcl-x e anti-TNF-a. A expressdo de
Bcl-x no liquen plano foi variavel, e as diferencas entre epitélio normal e epitélio da leséo
foram discretas. Os ceratindcitos no liguen plano oral ndo demonstraram
imunorreatividade para Bcl-2, o que sugere gque esta proteina ndo esteja envolvida nas
alteracOes epiteliais da doenga. Por outro lado, o infiltrado linfocitario subepitelial exibiu
intensa marcacao para Bcl-2, o que pode justificar a longevidade dos linfdcitos e, portanto,
a persisténcia das reacdes imunologicas no local da lesdo. Segundo os autores, a deteccdo
imunoistoquimica de TNF-a no epitélio das lesbes de liquen é indicativa do envolvimento
da citocina na patogénese da doenca.

Neppelberg et al. (2001) investigaram, por meio da expressdo imunoistoquimica de
FasR e FasL, a ocorréncia de apoptose no epitélio e no infiltrado inflamatério de espécimes
de bidpsia de liquen plano oral. As células apoptoticas foram mais frequentes na regido da
camada basal e no infiltrado inflamatorio subepitelial. Ao considerar-se somente a
ocorréncia intraepitelial, essas células foram mais frequentes nas areas de destruicdo da
camada basal. A positividade foi expressa por células pequenas e condensadas, similares
aos corpos de Civatte que, sugerem os autores, poderiam ser células linfoides que
migraram para a zona de células basais. As areas de epitélio atrofico exibiram a maior
frequéncia de células apoptoticas, tanto intra quanto subepitelial. Quando comparadas area
de lesdo e mucosa normal, a frequéncia de apoptose foi significativamente maior no
epitélio das lesdes de liquen plano.

Sklavounou-Andrikopoulou et al. (2004) investigaram a associacdo entre 0s niveis
séricos de moléculas relacionadas a apoptose (TNF-a, sFas e Bcl-2) e a expressao clinica
do liquen plano oral. As formas clinicas investigadas foram a reticular e a atrofico-erosiva.
Os autores verificaram maiores concentracdes de TNF-a sérico nos portadores de liquen
plano, se comparados ao grupo-controle, o que sugere a participacdo dessa molécula como

reguladora-chave na iniciacdo e na progressdo da doenca, bem como na indugdo dos
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eventos apoptoéticos que acometem o epitélio das lesdes. Ainda, os niveis de sFas foram
significativamente elevados nos pacientes com liquen plano, mas ndo foi observada sua
associacdo com a expressdo clinica da doenga. N&o houve diferenca das concentracdes de
Bcl-2 entre os pacientes com liquen plano e os controles. Por outro lado, as concentracfes
de Bcl-2 foram menores no liquen erosivo do que no reticular, o que indica que a
hiporregulacdo dessa molécula antiapoptética esteja associada a ativacdo da doenca.
Tobdn-Arroyave et al. (2004) avaliaram a apoptose em espécimes de liquen plano
oral e de mucosa normal por meio das técnicas de HE, imunoistoquimica (caspase-3) e
microscopia eletrdnica. Os autores observaram que os ceratindcitos apoptoticos em HE e a
expressdo de caspase-3 ocorreram nas camadas basal e suprabasal do epitélio, o que sugere
que as ceélulas epiteliais em proliferacdo sejam alvo de destruicdo no liquen plano oral.
Houve também intensa marcacéo no infiltrado linfocitario subepitelial e intraepitelial.
Abdel-Latif et al. (2009) investigaram a expressao imunoistoquimica de caspase-3
em lesGes cutaneas e orais de liquen plano. A caspase-3 foi mais frequentemente
expressada nas células basais e suprabasais da epiderme das lesdes de liquen do que no
grupo-controle. Tal achado sugere que, no liquen, a cascata de caspases seja ativada dentro
das células epiteliais em proliferacdo. Isso indica que essas células podem ser o alvo da
apoptose, embora 48% dos casos tivessem exibido apenas expressdo imunoistoquimica de
média intensidade. A expressdo da caspase-3 foi maior no epitélio do liquen plano oral do
gue no cutaneo, o que indica maior frequéncia de células apoptoticas no primeiro. Também
houve expressdo imunoistoquimica de intensidade fraca da caspase-3 no infiltrado

inflamatorio, o que sugere baixa frequéncia de apoptose linfocitica.

2.1.2 Células Dendriticas

Os eventos imunoldgicos envolvidos na patogenia do liquen plano oral podem
iniciar a partir de antigenos internos ou externos que alteram as células basais do epitélio.
Estas se tornam, entdo, suscetiveis a resposta imunolégica mediada por celulas, a qual
envolve a ativacdo das células de Langerhans, os linfocitos T CD4 e T CD8, bem como a
producdo de citocinas no epitélio e no infiltrado de leucocitos (VILLARROEL DORREGO
et al., 2002).

Hasseus et al. (2001) compararam a frequéncia e a distribuicdo de células de
Langerhans e linfocitos T entre lesGes orais de liquen plano e da doenga do enxerto versus

hospedeiro. A amostra foi constituida por 15 individuos, seis deles portadores de liquen,
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seis portadores da doenga enxerto versus hospedeiro e trés controles saudaveis. Todos eles
foram submetidos a bidpsia de mucosa oral, e a expressdo imunoistoquimica de CD1a foi
investigada nos tecidos epitelial e conjuntivo dos espécimes. Ceélulas positivas para CDla
foram mais abundantes no liquen plano oral do que na doenca do enxerto versus
hospedeiro. Para os autores, uma vez que o infiltrado inflamatdrio € mais denso no liquen
plano oral do que na doenca do enxerto versus hospedeiro, é provavel que diferencas nos
mecanismos regulatorios do proprio infiltrado contribuam para a semelhanca clinica das
duas doencas.

Santoro et al. (2005) investigaram diferentes subtipos de células dendriticas, em
espécimes de biopsia de liquen plano oral, por meio da expressdo imunoistoquimica de
CDl1a, langerina DC-SIGN, DC-LAMP, CD123 e BDCA-2. Os autores verificaram um
numero significativamente maior de células CD1a*/langerina” no epitélio e no conjuntivo
dos espécimes de liquen, quando comparados com mucosa oral normal. O recrutamento de
diferentes subtipos de células dendriticas, entre elas as células de Langerhans e as células
dendriticas plasmocitoides, associado a um significativo aumento da frequéncia de células
dendriticas maduras, indica que essas células possam ter papel fundamental no processo
das reacdes imunoldgicas que acontecem nessa doenga.

CD83 e langerina sdo receptores de superficie presentes nas células de Langerhans,
que podem estar envolvidos na patogénese do liquen plano. Gustafson et al. (2007)
investigaram a expressao imunoistoquimica de CDla, langerina e CD83 em espécimes
biopsiados de sete pacientes com diagndstico clinico de liquen plano oral e de sete
pacientes saudaveis. Embora a expressdo de CDla tenha sido detectada no epitélio e no
tecido conjuntivo, tanto dos pacientes com liquen plano quanto dos controles, nos
portadores de liquen o numero de células marcadas foi significativamente maior. A
expressao de langerina também estava presente em ambos os grupos, porém foi
significativamente mais prevalente no epitélio e no conjuntivo dos pacientes com liquen
plano oral. As células expressando CD83 foram detectadas principalmente no tecido
conjuntivo e raramente no epitélio. O nimero dessas células no tecido conjuntivo foi
baixo, mas significativamente maior no liquen plano, se comparado com o grupo de

mucosa saudavel.
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2.1.3 Mastdcitos

Mecanismos antigeno-especificos e inespecificos parecem participar da patogénese
do liquen plano oral. Os mecanismos antigeno-especificos incluem a apresentacdo de
antigenos por ceratindcitos basais e a destruicdo de ceratindcitos por linfocitos T CD8; 0s
inespecificos incluem degeneracdo de mastocitos e ativacdo de metaloproteinases de matriz
(MMPs). Tais mecanismos podem combinar-se causando acimulo de linfdcitos T na
superficie da lamina prépria, rompimento da membrana basal, migracdo intraepitelial de
linfécitos T e apoptose de ceratindcitos. A cronicidade do liquen plano oral pode resultar,
em parte, da deficiéncia de imunossupressores antigeno-especificos TGF-f2
(SUGERMAN et al., 2002; LODI et al., 2005).

Zhao et al. (1997) mapearam a populacdo de mastdcitos em 25 espécimes de
biopsias de liquen plano oral e em 13 espécimes de mucosa normal. A distribuicdo e a
densidade dos mastdcitos foram avaliadas por meio de imunoistoquimica com o marcador
antitriptase nas camadas superficial, média e profunda do epitélio. O nimero total de
mastocitos foi maior no liquen plano, particularmente nas areas da lamina prépria, sitio
onde todos os mastocitos estavam degenerados e com granulos exteriorizados dispersos. A
maior densidade foi observada na camada mais superficial, ndo havendo diferenca
significativa entre as camadas média e profunda das lesbes. O alvo dos produtos dos
mastocitos inclui o epitélio de revestimento e as células endoteliais, que podem ser
induzidas a expressar moléculas de adesdo. Também tem sido sugerido que a liberacéo de
TNF-a pelos mastécitos levaria a diminui¢do da espessura do epitélio. Entretanto, os
autores ndo verificaram correlacdo entre densidade de mastdcitos e espessura epitelial, o
que implica um processo mais complexo, envolvendo multiplos mediadores e/ou multiplos
tipos de células no controle da proliferacao e destruicao epitelial no liquen plano oral.

Zhou et al. (2002) investigaram o0 envolvimento de mastdcitos na destruicdo da
membrana basal e subsequente migracdo seletiva de linfocitos da lamina prépria para o
epitélio em lesdes de liquen plano. Espécimes de bidpsia de 12 pacientes com diagnostico
clinico e histopatolégico de liquen plano oral e de 14 individuos saudaveis foram
submetidos a exame imunoistoquimico. No liquen plano, a marcacdo triptase-positiva
exibiu maior numero de mastécitos nas areas de destruicdo do que nas areas de
continuidade da membrana basal, e ambas as regides exibiram maior nimero de mastocitos
do que a mucosa normal. Os achados sugerem que 0s mastdcitos estejam envolvidos na

destruicdo da membrana basal no liquen plano.
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Juneja et al. (2006) quantificaram, por meio de PAS, mastdcitos intactos e
degenerados em 20 espécimes de liquen plano oral, 20 de lesdo liquenoide e cinco
controles. As células foram categorizadas com base na metacromasia: mastdcitos intactos
exibiram metacromasia intensa e granulos densos ocultando seus nucleos, enguanto
mastocitos degenerados tinham cor menos intensa e nicleos com contornos claramente
definidos. No liquen plano, as areas de destruicdo da membrana basal exibiram frequéncia
de mastdcitos em degeneracao significativamente maior que a de células intactas.

Jahanshahi e Aminzadeh (2010) investigaram a presenca de mastdcitos na lamina
prépria de espécimes biopsiados de liquen plano oral e de lesdo liquenoide, empregando o
anticorpo antitriptase. Os mastdcitos foram quantificados em ndmero total, nimero de
células degeneradas e razao mastocitos/nimero total de células. Os mastocitos degenerados
marcados com antitriptase ndo exibiram a diferenca significativa esperada entre os dois
grupos. Para os autores, o liquen plano oral é uma resposta imunolégica aos antigenos
enddgenos (ceratindcitos) em que 0s mastdcitos sao recrutados secundariamente ao tecido

lesado por mediadores liberados pelos linfécitos T citotoxicos.

2.1.4 Linfécitos T CD4e T CDS8

A destruicdo da camada basal é uma caracteristica importante no diagnostico
histopatolégico do liquen plano oral. Zhou et al. (2002) observaram que, nas regides de
continuidade da membrana basal, linfocitos T CD8 ficaram concentrados na lamina prépria
e, ocasionalmente, tiveram localizacdo intraepitelial. Entretanto, nos sitios cuja membrana
basal estava rompida, a camada basal exibiu aglomerados significativamente mais
numerosos dessas células. A frequéncia de linfocitos T CD4 ndo diferiu significativamente
entre as areas de destruicdo e de continuidade da membrana basal, o que sugere que essas
células ndo migrem através da membrana. Entretanto, o rompimento desta Gltima facilita a
migragéo de linfocitos T CD8 para o interior do epitélio.

Villarroel Dorrego et al. (2002) verificaram elevadas contagens de linfocitos T CD4
e CD8 em lesdes de liquen plano oral. O infiltrado dessas células era associado a
membrana basal, com uma relagdo CD4/CD8 de 0,9, o que indica maior proporcdo de
linfécitos T citotoxicos. Essa proporcéo pode estar associada a progressdo da doenga, uma
vez que lesdes recentes exibem maior concentracdo de linfocitos T CD4 que, por sua vez,

promovem o afluxo de linfécitos T CD8 observados nas lesdes mais antigas.



28

2.1.5 Linfocitos B

Omar et al. (2009) investigaram a expressdo imunoistoquimica de CD20 em dez
especimes de lesbes orais de liquen plano e em dez espécimes de estomatite juncional
crénica. A imunomarcacdo positiva para CD20 foi aproximadamente trés vezes mais
intensa na estomatite juncional crénica do que no liquen plano. Segundo os autores,
enquanto o liquen plano é uma reagdo inflamatdria mediada por linfocitos T, a estomatite
juncional crénica mostrou abundancia de linfocitos B. As diferencas do padrdo de
composicao e distribuicdo do infiltrado linfocitario sugerem que as duas doencas sejam

entidades distintas.

2.1.6 Membrana Basal

Os ceratinocitos contribuem para a estrutura da membrana basal do epitélio pela
secrecdo de colageno IV e laminina V, sendo que sua apoptose e a destruicdo da membrana
basal parecem estar envolvidas na patogénese do liquen plano. Isto é, a destruicdo da
membrana basal pode provocar a apoptose dos ceratindcitos, e 0s ceratindcitos apoptéticos
parecem incapazes de reparar o dano a membrana basal. Assim, esse mecanismo ciclico
torna-se o responsavel pela cronicidade da doenca (ROOPASHREE et al., 2010). Uma vez
destruidos, os ceratindcitos da camada basal perdem sua continuidade, o que configura a
degeneracdo da camada basal e facilita a invasdo de células inflamatérias no epitélio,
principalmente linfécitos T CD8 (RIBEIRO et al., 2010).

Juneja et al. (2006) avaliaram, por meio de HE e PAS, a espessura e a
vascularizagdo da membrana basal em 20 casos de liquen plano oral e 20 lesdes
liqguenoides orais. A coloracdo por PAS exibiu, com clareza, no liquen plano oral, areas de
membrana basal como banda linear continua e delgada com ocasionais falhas e numerosos
corddes estendendo-se, em alguns casos, para dentro do tecido conjuntivo. Entretanto, em
outros, mostrou espessamento focal ou descontinuidade da membrana basal. Essas
alteracdes também foram observadas em alguns casos do grupo de lesdes liquenoides, mas
distribuidas de forma focal. A espessura da membrana basal foi significativamente maior
no grupo do liquen plano oral do que nas lesdes liquenoides. A frequéncia de
vascularizagdo no infiltrado subepitelial em areas de ruptura da membrana basal foi

significativamente maior no grupo liquen plano.
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2.1.7 Imunofluorescéncia Direta

Para Firth et al. (1990), a imunofluorescéncia direta tem facilitado o diagndéstico de
algumas doencas dermatologicas com manifestacdo oral, como o liquen plano, porém seu
uso é pouco documentado. Com o objetivo de reforcar a importancia desse exame no
diagnostico do liquen plano oral, os autores compararam caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e achados de imunofluorescéncia direta em 165 espécimes com
diagnostico clinico de liquen plano oral. O critério diagnostico definidor de liquen plano na
imunofluorescéncia direta foi a presenca de fibrinogénio em padrdo fibrilar na zona da
membrana basal e a auséncia de Clq, IgA, 1gG e IgM, exceto nos corpos de Civatte.
Houve marcacdo ocasional com C3, mas este ndo foi considerado critério definidor. Nesse
estudo, 138 biopsias (84%) com diagnostico de liquen plano oral por HE tiveram
confirmacdo pela imunofluorescéncia direta. Em nove casos (5,9%) cujo diagndstico por
HE foi inconclusivo, o diagnostico de liquen foi confirmado pela imunofluorescéncia
associada as caracteristicas clinicas, e, em outros nove casos, o diagnostico de liquen foi
excluido mediante achados histopatoldgicos duvidosos e negatividade da
imunofluorescéncia direta. Em 11,5% dos casos, a imunofluorescéncia direta proporcionou
informacdes adicionais essenciais para a definicdo diagnostica. Segundo os autores, é
recomendavel que essa técnica seja incluida nos exames de rotina usados para diagnostico
do liquen plano oral.

Kulthanan et al. (2007) submeteram espécimes de bidpsia de liquen plano oral e
cutaneo de 72 pacientes a imunofluorescéncia direta. Os autores observaram depositos
imunorreagentes na juncdo dermoepitelial e nos corpos de Civatte, respectivamente, em
53% e 60% dos casos. Cem por cento dos casos foram positivos para fibrinogénio na
juncdo dermoepitelial. Os imunorreagentes para C3, IgG, IgM e IgA, em ordem
decrescente de significancia, também foram expressados na juncdo dermoepitelial. IgM foi
observada em 93% dos corpos citoides, seguida de C3, fibrinogénio, IgA e 1gG. De acordo
com os resultados, a taxa de positividade da imunofluorescéncia direta no liquen plano é de
75%, e a deposicdo de fibrinogénio na juncdo dermoepitelial, que € o melhor indicador
isolado do diagnoéstico de liquen plano, foi verificada em 53% dos casos avaliados. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os achados histopatologicos de pele e

mucosa oral.
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2.2  LUPUS ERITEMATOSO

O lupus eritematoso manifesta-se sob duas formas reconhecidas: a sistémica, que é
a forma aguda, e a discoide, que é a forma cronica, sendo que ambas podem ter
manifestacdes orais. O IUpus eritematoso sistémico € de particular importancia em fungéao
do profundo impacto que tem em varios 6rgdos. O llpus eritematoso discoide é a forma
menos agressiva, afeta predominantemente a pele e, raramente, progride a forma sistémica
(REGEZI et al., 2008).

2.2.1 Luapus Eritematoso Sistémico

O llpus eritematoso sistémico é o protétipo da doenga autoimune, caracterizado
pela producdo de autoanticorpos aos componentes nucleares das células (HAO et al.,
2006). Sua causa € desconhecida, e o diagnostico dificil em estadgio precoce, porque,
frequentemente, o quadro clinico € vago e inespecifico, com periodos de remissdo ou
inatividade. Podem ser necessarios de alguns meses a varios anos para que o diagndéstico
seja definido. E uma doenca grave que acomete, além da mucosa oral, também o figado, as
articulacGes, a pele e os sistemas cardiovascular, nervoso e gastrointestinal. As mulheres
séo afetadas de oito a dez vezes mais que os homens (MOREIRA e CARVALHO, 2001;
NEVILLE et al., 2004; POWERS, 2008).

As lesdes orais do lupus eritematoso sistémico desenvolvem-se em 9% a 45% dos
pacientes e afetam, geralmente, palato, mucosa jugal e gengiva. Manifestam-se, algumas
vezes, como areas liquenoides, ndo patognomonicas, e o diagndstico deve ser definido por
exames laboratoriais. Ao exame fisico, as lesbes apresentam-se como areas de erosdo
extensas e dolorosas ou Ulceras circundadas por zonas avermelhadas ou esbranquicadas. O
envolvimento do vermelhédo do labio inferior, denominado queilite por lGpus, é observado
em alguns casos. A média de idade, por ocasido do diagndstico, é de 31 anos. Os achados
comuns incluem febre, perda de peso, artrite, fadiga e mal-estar geral. Em 40% a 50% dos
pacientes afetados, desenvolve-se um exantema caracteristico com aspecto de asa de
borboleta nas regides zigomatica e nasal. Também séo envolvidos pescoco, ombros, bragos
e dedos. As lesdes podem apresentar prurido ou ardéncia, bem como areas de
hiperpigmentagdo, que sdo intensificadas pela exposi¢do a luz solar. As manifestagdes
generalizadas da doenca sistémica sdo atribuiveis ao comprometimento de varios 0rgaos,
incluindo rim e coracdo. Os rins sdo afetados em 40% a 50% dos pacientes com lUpus

eritematoso sistémico. Essa complicacdo pode levar a faléncia renal e constitui o aspecto
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mais significativo da doenca. No envolvimento cardiaco, a pericardite é a complicacdo
mais frequente. O envolvimento tecidual extenso e a natureza das lesdes levaram a
inclusdo do ldpus eritematoso sistémico no grupo das doencas do colageno, que inclui
também a febre reumatica, a artrite reumatoide, a poliarterite nodosa, a esclerodermia e a
dermatomiosite (MOREIRA e CARVALHO, 2001; NEVILLE et al., 2004; LOURENCO
et al., 2006; POWERS, 2008).

2.2.2 Lupus Eritematoso Discoide

O lapus eritematoso discoide é caracteristicamente observado em mulheres de
meia-idade. As lesdes aparecem na pele, mais comumente na face e no couro cabeludo, e
exacerbam a exposicdo solar. Com o tempo, podem cicatrizar espontaneamente e aparecer
em outro local. Geralmente, o processo de cicatrizacdo resulta em atrofia cutanea com
formacao de cicatrizes e hipo ou hiperpigmentacdo. Les6es orais também sdo frequentes e,
ao exame clinico, assemelham-se as lesdes do liquen plano oral, porém sdo usualmente
acompanhadas de lesdes cutaneas e afetam aproximadamente 25% dos pacientes. A
mucosa jugal, o vermelhdo dos labios e a gengiva sdo os locais mais frequentemente
afetados. Ao exame clinico, observam-se &reas eritematosas ou ulceradas com estrias
brancas irradiadas na periferia. O diagndstico com base na aparéncia clinica das lesbes
orais pode nédo ser evidente, e a progressdo do lUpus discoide para o sisttmico, embora
pouco provavel, é possivel (NEVILLE et al., 2004; REGEZI et al., 2008).

2.2.3 Lesbes Orais no Lupus Eritematoso

As lesbes de mucosa oral podem ocorrer tanto no lipus eritematoso sistémico como
no ldpus eritematoso discoide. As lesdes tipicas do discoide exibem atrofia central,
pequenas placas ceratoticas com bordas elevadas, estrias irradiadas e telangiectasias.
Podem ocorrer primariamente na mucosa jugal e labial, na mucosa alveolar e no vermelhao
do labio, porém o espectro de apresentagdo é amplo e algumas lesdes podem assemelhar-se
ao liquen plano e mostrar estrias e erosdes. Portanto, o diagndstico de lupus eritematoso
discoide pode ser dificil, principalmente se o envolvimento sisttmico € limitado. As
caracteristicas histopatologicas das lesbes orais sdo variaveis e de dificil distingdo do
liqguen plano. As lesdes sdo caracterizadas por hiperceratose com tampdes de ceratina,

atrofia epitelial ou alternancia de atrofia com hiperplasia e hiperplasia
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pseudoepiteliomatosa, células epiteliais multinucleadas com trés ou mais ndcleos,
degeneracdo hidropica da camada basal, infiltrado linfocitario no tecido conjuntivo,
profundo e/ou perivascular, e zona de membrana basal com depdsitos PAS-positivos
(SCHIODT, 1984; FARTHING e SPEIGHT, 2006).

As lesbes orais do lGpus eritematoso tém sido amplamente descritas, porém sem
unanimidade sobre sua exata natureza e correta classificagdo (SCHIODT et al., 1978). A
apresentacdo mais frequente do lGpus eritematoso crénico € a leséo oral discoide, com area
bem-delimitada, arredondada ou irregular e avermelhada, que pode ser atrofica ou
ulcerada, com estrias ceratdticas irradiadas e telangiectasias. Muitos pacientes apresentam
lesBes cuténeas simultaneamente, porém ndo sdo raras as manifestacdes exclusivamente
mucosas, bem como lesbes isoladas no palato. As lesGes de lGpus eritematoso discoide
tém distribuicdo assimétrica na cavidade oral, que pode ser uma caracteristica importante
no diagndstico diferencial de outras lesdes similares ao exame clinico, como as do liquen
plano, que sdo, quase sempre, simétricas. O l&bio € envolvido frequentemente, e as lesdes
tendem a expandir-se do vermelhdo do labio para a pele perioral, o que dificulta a
definicdo do limite entre essas estruturas anatdmicas. Tal caracteristica € muito atil na

diferenciacéo entre l0pus eritematoso e liquen plano (NICO et al., 2008).

2.2.4 Apoptose

Em condicBes normais, as células apoptéticas sdo rapidamente removidas pelos
fagdcitos, entretanto, no llpus, o processo de apoptose e/ou remocdo do material
apoptético pode estar desregulado. A apoptose altera 0s autoantigenos nucleares que sdo
expostos ao sistema imunoldgico e reconhecidos como antigenos ndo-proprios, atuando
como um sinal de perigo. Juntas, a apoptose e a remocdo do material apoptotico séo
processos-chave na etiologia do lUpus eritematoso sistémico. Dependendo do contexto, a
fagocitose de celulas apoptoticas pode liderar uma resposta pré-inflamatoria ou anti-
inflamatdria, que € decisiva no desenvolvimento da autoimunidade (MUNOZ et al., 2008).

Baima e Sticherling (2001) investigaram o envolvimento da apoptose na patogénese
do lapus eritematoso cutaneo. A expressao imunoistoquimica dos antigenos Fas, Bcl-2 e
Bax foi avaliada em 31 espécimes cutaneos de lupus eritematoso e em espécimes de pele
normal. Segundo os autores, a expressdo diminuida de Bcl-2 e a subsequente apoptose dos
ceratindcitos representam o inicio da formacéo das lesdes especificas do lupus eritematoso.

O estudo ndo demonstrou associacdo entre a expressdo de Bax nos ceratindcitos da
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epiderme e o lUpus. Na tentativa de explicar a patogénese do lUpus eritematoso cutaneo, 0s
autores sugerem que, apés a irradiacdo ultravioleta ou outra agressao a pele em individuos
geneticamente predispostos, ocorre inflamacdo local com liberacdo de citocinas, TNF,
INF-y, aumento de antigenos ICAM-1 e Fas nos ceratindcitos, vasodilatagdo, acimulo de
linfocitos T e macr6fagos na derme e intensa apoptose na derme e na epiderme. O evento
central nesse estagio poderia ser a diminui¢do da expressdo de Bcl-2 na camada basal da
epiderme, que torna os ceratindcitos suscetiveis a apoptose dependente de Fas. A pesquisa
mostrou que células apoptdticas expressam antigenos endoplasmico e endonuclear em sua
superficie, os quais poderiam induzir a producdo de autoanticorpos, formacao de depositos
de imunoglobulinas e, finalmente, liderar a perpetuacdo da inflamacéo local e o dano da
epiderme por apoptose.

Funauchi et al. (2001) avaliaram a apoptose dos linfécitos T helper no sangue
periférico de 38 pacientes com lUpus eritematoso sistémico, sendo 26 deles portadores de
lUpus inativo e 12 com a doenca em atividade. Os resultados foram comparados aos do
grupo-controle composto por 11 individuos saudaveis. A atividade da doenca foi verificada
de acordo com critérios recomendados pelo Ministério da Saude, Trabalho e Bem-estar do
Japdo, e pelo indice SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index / indice
de atividade da doenca lUpus eritematoso sistémico). Para os autores, as células apoptoticas
ocorrem em maior quantidade no sangue periférico dos pacientes com lUpus eritematoso
sistémico, sendo os linfocitos B e os linfécitos T CD4 as mais propensas a sofrer apoptose.
Tal achado poderia estar associado com a ativacdo dos linfécitos T, com a disfungdo de
células Thl como a reducdo da producdo de IL-2 ou INF-y. Além disso, a remogdo por
apoptose dessas células ativadas pode prevenir a superativacdo ou a autorreacdo dos
linfécitos T no lUpus eritematoso.

Hao et al. (2006) investigaram a relacdo do antigeno Fas soluvel (sFas) com o dano
causado aos oOrgdos e tecidos no lupus eritematoso sisttmico. Os niveis de sFas foram
quantificados por meio de ELISA em 40 pacientes com lupus eritematoso em diferentes
estagios de dano aos 6rgaos e tecidos e comparados a 15 controles. O SLEDAI também foi
avaliado. O nivel de sFas foi significativamente maior tanto nos pacientes com menor
quanto naqueles com maior atividade da doenca do que no grupo-controle. O grupo com
maior atividade do lGdpus também teve valor significativamente mais alto quando
comparado com o grupo de menor atividade. O estudo indica que o nivel elevado de sFas
no soro de pacientes com ldpus eritematoso sistémico pode estar fortemente associado aos

danos causados aos rins, sistema nervoso central e serosa.
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Dhir et al. (2009) avaliaram, por meio de citometria de fluxo, a apoptose de
linfocitos T em 41 pacientes com lupus eritematoso sistémico e em 20 controles. Os
pacientes com IUpus eritematoso tiveram proporcao significativamente maior de linfocitos
T apoptdticos e menor frequéncia de linfécitos T que o grupo-controle. Ja os pacientes com
doenca ativa tiveram maior indice de apoptose das células T do que os pacientes com a
doenca inativa. Os portadores de ltpus tiveram frequéncia reduzida de linfécitos T, sendo
que houve correlacdo negativa entre frequéncia e apoptose dessas células. Segundo os
autores, os achados sugerem evidéncias de uma relacdo causal entre apoptose de linfocitos

e lupus eritematoso sistémico.

2.2.5 C¢élulas Dendriticas

As células dendriticas induzem e regulam a resposta imunoldgica (PALUCKA et
al., 2002) e também exercem papel importante na inducdo de doencas autoimunes
(ROBAK et al., 2004). As alteracdes imunoldgicas sistémicas e a presenca de linfécitos T
e B autorreativos sugerem que o lupus eritematoso seja conduzido por alteracdes das
células dendriticas (PALUCKA et al., 2002).

Robak et al. (2004) quantificaram as células dendriticas e seus subtipos mieloide (1
e 2) e plasmocitoide, bem como linfocitos T CD4, T CD8, linfocitos B (CD19) e células
natural killers CD56 em 53 pacientes com lpus eritematoso sistémico e em 33 individuos
sem a doenca. Para tanto, os autores empregaram imunofenotipagem por citometria de
fluxo em amostras de sangue circulante. Os subtipos foram comparados também com o
grau de atividade do lGpus eritematoso sistémico. O numero de células dendriticas, tanto
mieloides quanto plasmocitoides, foi significativamente menor nos pacientes com llpus
eritematoso sistémico do que no grupo-controle. A contagem de células dendriticas
plasmocitoides foi menor nos pacientes com lUpus em atividade do que no grupo de
pacientes com doenca inativa. Ambos 0s grupos de pacientes exibiram numero similar
tanto para as celulas dendriticas mieloides do subtipo 1 quanto para o subtipo 2. Entre 0s
portadores de lapus, a flutuagdo na contagem foi mais significativa nas células dendriticas
plasmocitoides que nas mieloides. Para os autores, o numero reduzido de células
dendriticas no sangue circulante dos pacientes com lupus eritematoso poderia ser causado
pela migracdo acelerada dessas celulas para os locais de inflamag&o. Outras justificativas
para tal achado seriam o tratamento prolongado com prednisona, administrada na maioria

dos pacientes com ldpus ou, ainda, 0 aumento dos indices de apoptose entre as células
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dendriticas. Segundo os autores, a correlacdo positiva entre o nimero de células dendriticas
e de linfocitos T CD4 e CD8 e linfocitos B CD19 comprova a interacdo dessas células e

sua influéncia na patogénese do lUpus eritematoso sistémico.

2.2.6 Mastoécitos

O lapus eritematoso sistémico é uma doenca do tecido conjuntivo em que ocorre a
deposicdo de imunocomplexos. A urticaria € uma manifestacdo cutanea relativamente
comum nos pacientes com lGpus, 0 que poderia sugerir o envolvimento dos mastdcitos na
patogénese da doenca. Como os mastdcitos situam-se em posicdo adjacente as células
endoteliais e sdo conhecidos por serem ativados por imunocomplexos, teoricamente
poderiam ser os mediadores do dano aos tecidos por autoanticorpos e imunocomplexos.
Embora consideragdes tedricas suportem a ideia de que os mastdcitos contribuam para as
lesBes teciduais no lUpus eritematoso, as evidéncias clinicas para tal ainda sdo deficientes
(EKLUND, 2007).

2.2.7 Linfécitos T CD4e T CD8

Wouters et al. (2004) compararam, por meio de citometria de fluxo, a distribuicéo
de linfécitos no sangue circulante de 23 pacientes com IUpus eritematoso discoide, 25
pacientes com ldpus eritematoso sistémico e 38 pacientes-controle saudaveis. Os valores
de linfocitos T CD4 foram similares nos pacientes com lGpus e nos controles, mas os
linfocitos T CD8 estavam diminuidos em ambos, tanto em valores absolutos quanto
relativos. Os autores acreditam que a migracdo de linfdcitos do sangue periférico para as
lesbes inflamatorias da pele explicam as contagens de linfocitos verificadas no sangue
circulante. Tanto no l0pus eritematoso sistémico como no lupus eritematoso discoide
houve diminuicdo da contagem de linfécitos T CD8. Entretanto, em funcdo da significativa
diminuicdo de células T CD4 no lupus eritematoso sistémico, a propor¢do das T CD8 foi
maior neste do que no discoide. Para os autores, tais achados fornecem evidéncia da
ativacdo sistémica da imunidade celular no l0pus eritematoso discoide. Enquanto no lUpus
sistémico a ativacdo do sistema imunoldgico resulta no aumento do nivel de autoanticorpos
circulantes e de imunocomplexos com doenca inflamatdria sistémica grave, no lUpus
eritematoso discoide mecanismos efetores inflamatorios sdo confinados a pele e mediados
por células natural killers e linfocitos T citotoxicos que podem migrar da circulagdo para o

local da inflamacéo.
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2.2.8 Linfocitos B

A cléssica concepgdo de que, na biologia da resposta imunoldgica a infeccbes e
antigenos proprios, os linfécitos B promovem a imunidade primariamente pela producao
de anticorpos esta longe de ser definitiva. Muitos estudos sugerem que os linfocitos B tém
outras funcbes, aléem da producdo de anticorpos, que contribuem com a autoimunidade.
Essas células participam da ativacdo das células T e do desenvolvimento da arquitetura
linfoide, regulando as células dendriticas e a funcdo de algumas linhagens de células T por
meio da producdo de citocinas. Embora a lesdo imunoldgica especifica responsavel pela
autoimunidade do lUpus permaneca desconhecida, estudos sugerem que a hiperatividade
dos linfocitos B seja a explicagdo para o processo da doenca (RENAUDINEAU et al.,
2004).

Em meio as complexas alteracBes da resposta imunolégica na autoimunidade
sistémica, é importante lembrar que algumas alteragdes-chave dos linfécitos B parecem
contribuir para o processo, ou de forma causal, ou como um intensificador da doenca.
Neste sentido, ndo estd claro se as alteracdes dos linfécitos B no lGpus eritematoso séo
intrinsecas a doenca ou secundarias ao ambiente desregulado que lhe é caracteristico
(DORNER et al., 2009).

2.2.9 Membrana Basal

O ldpus eritematoso discoide exibe, ao exame histologico, espessamento da
membrana basal visivel nas seccbes coradas por HE, mas que pode ser visualizado de
forma mais adequada na coloracéo por PAS (AL-REFU e GOODFIELD, 2011).

Karjalainen e Tomich (1989) investigaram critérios histopatolégicos diferenciais
entre lGpus eritematoso e liquen plano oral, por meio das coloracbes HE, PAS e método
aldeido-fucsina de Gomori. Na coloragdo de PAS, os autores analisaram a espessura da
membrana basal e verificaram que o lUpus eritematoso apresentava depdsitos espessos e
irregulares que se estendiam ao tecido conjuntivo, enquanto no liquen plano a zona de
membrana basal era bem-definida, fina, continua e de cor magenta brilhante.

Shahidullah et al. (1995) avaliaram a espessura da zona de membrana basal de
especimes de pele de pacientes com IUpus eritematoso discoide. Dos 100 casos estudados,
66 apresentaram espessamento da membrana basal, e a deposicdo de imunorreagentes,

avaliada por imunofluorescéncia direta, ocorreu em 62,1%, mas nao diferiu
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significativamente entre as lesbes com e sem espessamento. Foram analisados seis casos

em microscopia eletronica e todos mostraram duplicagéo da lamina basal.

2.2.10 Imunofluorescéncia Direta

Jonsson et al. (1984) observaram que 100% dos espécimes de lesdes orais de lpus
eritematoso sistémico exibiram positividade para IgM, e 70%, para 1gG e fibrinogénio. A
marcacdo imunofluorescente positiva nos corpos de Civatte foi a menos frequente. Os
depdsitos imunofluorescentes tiveram um padrdo granular ou levemente homogéneo na
zona da membrana basal.

Opinides divergentes sdo relatadas na literatura no que diz respeito a sensibilidade
do teste da banda lupica (lupus band test) e o tipo de imunorreagentes que podem estar
envolvidos nas lesbes de lupus eritematoso discoide. Com o objetivo de verificar a
aplicabilidade da imunofluorescéncia direta, bem como a prevaléncia dos depositos
imunorreagentes e sua comparagdo com achados histopatologicos, Shahidullah et al.
(1995) avaliaram 100 pacientes com lapus eritematoso discoide. Os pacientes eram
portadores de lesdes ndo tratadas com mais de quatro semanas de duracdo, sem evidéncia
de envolvimento sistémico, e o diagndstico foi feito pelas caracteristicas clinicas. Todos o0s
pacientes foram submetidos a pesquisa de fator antinuclear (FAN) no momento do
diagnostico, sendo que 25% tiveram resultado reagente. Os autores ndo encontraram
relacdo significativa entre a positividade da imunofluorescéncia direta e a duracdo das
lesBes. Trés ou mais caracteristicas histopatoldgicas foram observadas em 71% dos casos,
dos quais 47% apresentaram positividade na imunofluorescéncia direta. Os 29% restantes
apresentaram menos de trés caracteristicas, sendo que 42% tiveram positividade na
imunofluorescéncia. Das lesdes com positividade na imunofluorescéncia direta, as de
couro cabeludo foram as que tiveram maior prevaléncia de imunomarcacdo (82,6%),
seguidas pelas de face (56,4%), braco (55,6%), antebraco (50%) e outras partes do corpo
(22%). C1q foi o imunorreagente mais prevalente na zona da membrana basal (71,7%),
seguido por IgM (62,1%), 1gG (50,3%), C3 (48,7%), fibrinogénio (30,6%) e IgA (10,3%).
Os autores verificaram positividade em 58% dos casos analisados por imunofluorescéncia.
Segundo eles, 0 assunto requer novas pesquisas que empreguem critérios uniformes na
selecdo da amostra e levem em consideracdo diferencas raciais, exposi¢do solar e fatores

genéticos dos pacientes.
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O padréo de fluorescéncia do tipo poeira foi descrito por Lipsker et al. (1998), que
avaliaram, por imunofluorescéncia direta, 4.374 espécimes de bidpsia de pele coletados em
um periodo de sete anos. O referido padrdo foi observado em 66 espécimes de biopsia de
60 pacientes, que foram chamados e reavaliados. Entre os pacientes reavaliados, 44 tinham
lUpus eritematoso (32 com lUpus eritematoso cutaneo subagudo, 10 com lUpus eritematoso
sisttmico e dois com lUpus eritematoso discoide), sete pacientes tinham doenca do tecido
conjuntivo (dois, esclerose sisttémica; um, dermatomiosite; um, doenca mista do tecido
conjuntivo; um, sindrome de Sjégren; e dois, doenca inespecifica do tecido conjuntivo). Os
outros nove pacientes tinham vasculite leucocitocléstica (dois), liquen plano (um), doenca
de Waldenstrom’s (um), eczema (um), prurido (um), urticaria (um), erupg¢ao por uso de
drogas (um) e um com diagnostico inconclusivo.  Para os autores, a marcacao tipo poeira
consiste em uma fluorescéncia muito fina e granular de imunoglobulina e/ou componentes
de complemento dispersa por toda a epiderme e no infiltrado celular. Esse padrdo recebe
pouca atencdo, porque raramente € percebido, sendo, muitas vezes, classificado como
artefato. Ainda, os estudos de imunofluorescéncia direta no lUpus eritematoso sdo focados
na deposicdo de imunoglobulinas na juncdo dermoepidérmica. O padrdo fluorescente das
particulas tipo poeira é altamente sugestivo de doengas do tecido conjuntivo, porém nao é
especifico para lpus eritematoso cutaneo subagudo (LIPSKER et al., 1998).

Berbert e Mantese (2005) descreveram as variadas formas de manifestacdo clinica
do ldpus eritematoso cutaneo, relacionando-as a achados histopatologicos de
imunofluorescéncia direta e sorolégicos. Os autores revisaram a literatura e compararam 0s
achados de imunofluorescéncia dos diferentes tipos de IUpus eritematoso descritos. Os
doentes com colagenoses tém um fendmeno autoimune que resulta na producdo de
anticorpos contra diversos antigenos encontrados em todos os componentes celulares
(nucleares, citoplasméticos e de moléculas da membrana celular). Para os autores, a
eficacia do diagnostico de lupus eritematoso depende da avaliagdo de quatro critérios:
clinico, histopatolédgico, imunofluorescéncia direta e rea¢fes soroldgicas.

Lourenco et al. (2006) investigaram as lesGes orais em pacientes com lUpus
eritematoso sisttémico e cutaneo crénico. Os autores descreveram 0s aspectos clinicos, as
principais caracteristicas histopatoldgicas das lesdes biopsiadas e o estagio de maturacao
do epitélio por meio do padrdo de expressdo de citoqueratinas (CK). Ao exame histoldgico,
as lesdes exibiram mucosite liquenoide com infiltrado perivascular e espessamento da
camada basal. O perfil de citoqueratina mostrou epitélio hiperproliferativo, com expressdo
de CK5/6 e CK14 em todas as camadas de epitélio, CK16 em toda a suprabasal e CK10
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apenas na camada de células espinhosas nas lesdes orais de lupus eritematoso. Segundo 0s
autores, os achados devem ser investigados em relacdo as citocinas inflamatorias para
melhor entendimento das interacdes de ceratindcitos e da resposta inflamatéria dessa

complexa doenca.

2.3 LIQUEN PLANO VERSUS LUPUS ERITEMATOSO

Ao exame clinico, as lesdes orais do liquen plano sdo caracteristicas, mas em
alguns casos as lesdes em placa podem assemelhar-se a leucoplasia, principalmente a
verrucosa proliferativa; e as lesfes estriadas, com ou sem areas erosivas, podem confundir-
se com lUpus eritematoso (SCULLY e CARROZZO, 2008).

Ao exame histoldgico, as lesdes de lUpus eritematoso tém caracteristicas similares
as do liquen plano e podem apresentar acantose, paraceratose, ortoceratose, degeneragédo
liquefativa da camada basal, hialinizacdo subepitelial e infiltrado inflamatério cronico.
Estudos de imunofluorescéncia direta podem fornecer informagfes adicionais ao
diagnostico, sendo que IgG e IgM sdo as imunoglobulinas mais prevalentes na zona de
membrana basal no lupus eritematoso (JONSSON et al., 1984; BRENNAN et al., 2005).

Hiperortoceratose e hiperparaceratose ocorrem tanto no lipus eritematoso discoide
quanto no liquen plano, e o padrdo de ceratinizagdo ndo tem valor no diagndstico
diferencial das duas doencas. Entretanto, tampdes de ceratina e pérolas ceratéticas estdo
associados ao diagndstico do ldpus eritematoso discoide. A distribuicdo do infiltrado
inflamat6rio também pode ser importante no diagnéstico diferencial. Enquanto no lapus
discoide o infiltrado apresenta-se focal e profundo e de localizag&o perivascular, no liquen
plano ocorre em banda subepitelial (SCHIODT, 1984).

Karjalainen e Tomich (1989) investigaram critérios histopatolégicos diferenciais
entre lUpus eritematoso e liquen plano oral. Dezessete espécimes de bidpsias de lesdes
orais de cada uma das enfermidades foram avaliados a microscopia de luz. Os achados
histopatoldgicos diferiram significativamente entre lGpus eritematoso e liquen plano. No
lUpus eritematoso foram observados: vacuolagdo de ceratindcitos, depdsitos subepiteliais
PAS-positivos, edema na lamina prépria, espessamento PAS-positivo das paredes dos
vasos sanguineos e infiltrado inflamatorio. No liquen plano, as caracteristicas mais
prevalentes foram anisocitose e anisonucleose das células epiteliais, atrofia das cristas
epiteliais, hipercromatismo nuclear das células epiteliais e perda da aderéncia intercelular

no epitélio. As caracteristicas histopatoldgicas prevalentes nas duas doencas consistem em
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infiltrado linfocitario na lamina propria, degeneracdo hidropica das células da camada
basal, transmigracdo de leucdcitos no epitélio e deposicdo de material PAS-positivo nas
paredes dos vasos sanguineos.

Hussein et al. (2008) avaliaram o infiltrado inflamatorio em 19 casos de liquen
plano, 12 casos de lUpus eritematoso discoide e 20 espécimes de pele normal por meio de
imunoistoquimica, empregando os anticorpos CD68, CD3, CD20, granzima-B e TIA-1.
Houve ndmero significativamente maior de celulas inflamatorias (linfocitos, histiocitos e
plasmacitos) no liquen e no ldpus do que na pele normal. A densidade de células CD20-
positivas foi maior nas areas perivasculares do que na juncdo dermoepitelial. Os autores
encontraram variacdo na composicao e distribuicdo do infiltrado imunolégico entre liquen
e lupus, com maior densidade de CD3 e granzima-B no liquen plano, quando comparado
com o lupus eritematoso discoide; e alta densidade de imunomarcacdo de CD20 no lUpus
discoide, se comparado com o liquen plano, tanto em localizagdo perivascular como na
juncdo dermoepitelial. N&o foi verificada diferenca estatisticamente significativa na
distribuicdo e densidade de células CD68 entre liquen e lGpus. No lupus eritematoso
discoide, o infiltrado de células inflamatorias teve distribuicdo perivascular com
adenocentricidade.

Segundo Daniels e Quadra-White (1981), a imunofluorescéncia direta pode ser um
critério adicional no diagndstico das lesGes ulcerativas crbnicas ou erosivas da mucosa
oral, como liquen plano e IUpus eritematoso. Em seu trabalho, dos 31 espécimes de liquen
plano oral que reagiram com antifibrinogénio, 30 apresentaram fluorescéncia positiva
intensa na zona da membrana basal e numerosas extensdes irregulares na lamina propria
superficial. Todos os seis pacientes com lesdes orais de lUpus eritematoso apresentaram
uma faixa fluorescente continua, espessa e granular na regido da membrana basal com anti-
C3, isolado ou associado a uma ou mais anti-imunoglobulinas. Porém, duas amostras
tiveram fluorescéncia positiva para fibrinogénio, sendo uma com a mesma intensidade de

fluorescéncia do liquen plano oral.



3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar critérios de diagnostico diferencial entre lUpus eritematoso e liquen plano
oral por meio de imunoistoquimica e PAS.
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Comparar a expressdo imunoistoquimica dos marcadores antigeno-especificos CDl1a,
CD4, CD8, CD20, caspase-3 e triptase entre lesdes orais de liquen plano e de lupus

eritematoso.

3.2.2 Comparar a espessura da membrana basal entre os espécimes orais de liquen plano e
de lGpus eritematoso, por meio de PAS.



4 MATERIAL E METODOS

41  DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo classifica-se como descritivo comparativo sob o paradigma
quantitativo (CAMPBELL e STANLEY, 1979).

42  APROVACAO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

O protocolo da presente pesquisa foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica
da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul,
sob o protocolo 0056/08 (Anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da mesma
Universidade, sob o protocolo 08/4400 (Anexo B).

43  CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por pacientes do sexo feminino, adultas, com idades entre
26 e 85 anos, portadoras de lupus eritematoso ou de liquen plano oral, cadastradas no
Servico de Estomatologia e no Servigo de Reumatologia do Hospital Sdo Lucas-PUCRS,
que foram distribuidas em dois grupos:
a) Grupo 1: 21 pacientes com diagnostico de liquen plano oral confirmado por HE e
imunofluorescéncia direta;
b) Grupo 2: 23 pacientes com diagndstico de lesbes orais de lupus eritematoso confirmado
por HE e imunofluorescéncia direta.

O calculo da amostra foi obtido pelo software WinPepi, versdo 5.6, baseado em
Hasséus et al. (2001) e Robak et al. (2004), com poder estatistico de 80% e nivel de

significancia de 5% e indicou a necessidade de um “n” de 18 pacientes para cada grupo.

4.3.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidas na amostra as pacientes que preencheram os critérios diagndsticos
de liquen plano e de lapus eritematoso (EISEN et al. 2005; SCULLY e CARROZZO,
2008; BALTACI e FRITSCH, 2009; TSUCHIDA, 2009). O diagndstico clinico foi
confirmado pelo exame histopatolégico na coloracdo de HE e por imunofluorescéncia

direta.



43

Os critérios clinicos para inclusdo das pacientes com liquen plano oral foram a
presenca de lesdes reticulares de cor branca (estrias de Wickham) em mucosa jugal
bilateral, bem como sorologia negativa para autoanticorpos antinicleo (FAN), anti-DNA,
anti-SSA, anti-SSB, anticardiolipinas (1gG e IgM) e VDRL.

Os critérios clinicos para inclusdo das pacientes com lGpus eritematoso discoide
foram lesGes com &rea central eritematosa ulcerada ou atréfica, circundada por finas estrias
brancas irradiadas, apresentando distribuicdo assimétrica na cavidade oral (NICO et al.,
2008) em pacientes que nao satisfizessem os critérios diagnosticos de IUpus eritematoso
sistémico e de liquen plano oral.

O diagnostico de lapus eritematoso sistémico foi estabelecido quando as lesGes
orais eram acompanhadas de quatro ou mais critérios determinados pela Associacao
Americana de Reumatologia, simultdnea ou periodicamente, durante qualquer intervalo de
observacdo (critérios revisados para a classificacdo de IUpus eritematoso sistémico - 1982 e
1997) (Anexo C) (TAN et al., 1982; HOCHBERG, 1997) e foi confirmado por avaliagéo de

médico reumatologista.

4.3.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidas da amostra: (a) pacientes com lesdes reticulares em contato com
restauracdes de amdalgama pela possibilidade de confusdo com reacdo liquenoide ao
material restaurador; (b) pacientes cujas biopsias ndo preenchiam os critérios de

diagnostico histopatologico por HE e/ou imunofluorescéncia direta.

44  PROCEDIMENTOS

Ap0s avaliacdo clinica, as pacientes com liquen plano oral e lGpus eritematoso que
preencheram os critérios diagndsticos clinicos para as duas doencas foram esclarecidas
sobre 0s objetivos e procedimentos do estudo e assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Na sequéncia, suas lesbes orais foram biopsiadas no Servigo de Estomatologia
do Hospital Sdo Lucas, PUCRS (Figura 1). O espécime biopsiado foi imediatamente
dividido em dois fragmentos, sendo um deles armazenado em isopentano 99% P.A. para
posterior congelamento e processamento por imunofluorescéncia direta, e 0 outro, em
formalina tamponada a 10% por 24 horas para posterior processamento pela técnica da

parafina (Figura 2).



Figura 2: Processamento dos espécimes: (A) Espécime biopsiado dividido
em dois fragmentos, sendo um fragmento armazenado em isopentano 99%
P.A. (B) e o outro em formalina tamponada a 10% (C) para posterior
processamento por imunofluorescéncia direta (D) e HE (E)

44
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4.4.1 Confirmacéo Diagnostica

Com o objetivo de confirmar o diagnostico clinico, foram obtidas 1dminas coradas
por HE a partir do material incluido em parafina, e laminas processadas por
imunofluorescéncia direta a partir dos espécimes congelados. As referidas laminas foram

avaliadas trés vezes, em trés momentos distintos por um examinador cegado e calibrado.

4.4.1.1 Hematoxilina e Eosina

Foram realizados cortes histoldgicos de 4 um de espessura, submetidos a coloracao
por HE (Figura 3), e as respectivas laminas, analisadas para confirmacdo diagnostica
respeitando-se os critérios histopatologicos para as duas enfermidades. O diagndstico de
liguen plano considerou os seguintes critérios: (1) cristas epiteliais pontiagudas, (2)
degeneracdo da camada basal, (3) infiltrado subepitelial de linfocitos em banda
(SCHIODT, 1984; EISEN et al., 2005). O diagndstico de lipus eritematoso discoide
considerou: (1) degenaracdo da camada basal, (2) hiperplasia pseudoepiteliomatosa e/ou
atrofia epitelial, (3) infiltrado linfocitario denso focal ou difuso e/ou perivascular, com
presenca de células inflamatorias cronicas (SCHIODT, 1984; SHAFER et al., 1987; NICO
et al.,, 2008; BALTACI e FRITSCH, 2009). O diagnostico histopatoldgico de lupus
eritematoso sisttmico considerou: (1) hiperceratose, (2) atrofia epitelial ou atrofia
alternando-se com hiperplasia, (3) degeneracdo da camada basal, (4) infiltrado linfocitario
subepitelial e perivascular profundo (FARTHING e SPEIGHT, 2006; LOPEZ-LABADY et
al., 2007; SEPEHER et al., 2010).

Figura 3: Exame histopatologico em HE: (A) Liquen plano; (B) ldpus eritematoso discoide; (C) lapus
eritematoso sistémico
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4.4.1.2 Imunofluorescéncia Direta

O espécime em isopentano 99% P.A. foi acondicionado em nitrogénio liquido a
20°C negativos imediatamente apds a biopsia. Apos, foi incluido em meio de incluséo para
congelacao (OCT) (tissue freezing medium Jung, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
na base do criostato. Quatro cortes com 8 um de espessura foram colocados em laminas
silanizadas e deixados em temperatura ambiente por 30 minutos. Os cortes foram fixados
em acetona P.A. por 10 minutos a temperatura de 20°C negativos e lavados com agua
destilada para remocdo do gel de OCT. Foi realizada lavagem com tris-buffered-saline
(TBS) e secagem em temperatura ambiente. A diluicdo dos anticorpos foi feita com
phosphate-buffered-saline (PBS), pH 7,2, sendo empregada a diluicdo 1:40 nos anticorpos
conjugados IgA (Rabbit anti-humano IgA/FITC, Dako, Copenhagen, Denmark), IgM
(Rabbit anti-humano IgM/FITC, Dako, Copenhagen, Denmark), C1qg (Rabbit anti-humano
Clg/FITC, Dako, Copenhagen, Denmark), C3 (Rabbit anti-humano C3/FITC, Dako,
Copenhagen, Denmark) e fibrinogénio (Rabbit anti-humano fibrinogénio/FITC, Dako,
Copenhagen, Denmark), e diluicdo 1:100 para o anticorpo IgG (Rabbit anti-humano
IgG/FITC, Dako, Copenhagen, Denmark). Depois de distendidos nas laminas, os cortes
foram circundados com caneta hidrofobica, e os anticorpos pipetados sobre eles, sendo,
entdo, incubados em cadmara Umida e escura por 2 horas. A remocdo dos anticorpos foi
realizada com jato de PBS, as laminas foram colocadas e mantidas de molho em cuba de
PBS por 5 minutos, sendo, apds, removidas e mantidas no escuro até a secagem. As
laminulas foram montadas com uma gota de meio de montagem para fluorescéncia
(Prolong Gold antifade reagent, Invitrogen, Eugene, OR, USA) em cada corte.

O quadro 1 exibe os critérios diagnésticos empregados para a imunofluorescéncia
direta. O diagndstico de liquen plano foi considerado quando as laminas apresentaram
imunofluorescéncia para fibrinogénio isoladamente ou associada a C3 na zona da
membrana basal (DANIELS e QUADRA-WHITE, 1981; FIRTH et al.,, 1990). O
diagnostico de lGpus eritematoso foi considerado quando a imunofluorescéncia foi positiva
para IgM, isoladamente ou associada a IgG e/ou C3 em banda continua, desalinhada ou
granular na regido da membrana basal e fibrinogénio negativo (Figura 4) (JONSSON et
al., 1984; FIRTH et al., 1990; KONTOS et al., 2005). Para fins de inclusdo e validade

foram consideradas somente as marcagdes de intensidade positiva média (++) ou superior.
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Diagnostico Anticorpo
C1 C3 | Fibrinogénio IgG IgA IgM
Liquen plano +ou- | +ou- + - +o0u- -
Lupus eritematoso +ou- |+ouU- - +0U - +0U - i
Quadro 1: Critérios diagndsticos de imunofluorescéncia direta para liquen plano e Ipus eritematoso
+ = positivo
- = negativo

Figura 4: Andlise por imunofluorescéncia direta: positividade para fibrinogénio em amostra de liquen plano
(A); positividade para IgM em amostra de lUpus eritematoso sistémico (B) e lUpus eritematoso discoide (C)

4.4.2 Processamento Imunoistoquimico e PAS

Apds a confirmacdo diagndstica, os espécimes foram submetidos ao processamento
imunoistoquimico e a coloracdo por PAS. No processamento imunoistoquimico, foram
empregados 0s anticorpos anti-CD1a, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD20, anticaspase-3 e

antitriptase nas dilui¢bes apresentadas no quadro 2.

Variavel Anticorpo Diluigéo Fabricante
Células dendriticas Anti-CD1a 1:100 Bio SB!

Linfocitos T helper Anti-CD4 1:100 Bio SB?

Linfocitos T citotoxicos Anti-CD8 1:100 Bio SB!

Linfocitos B Anti-CD20 1:3000 Bio SBt

Apoptose Anticaspase-3 1:500 Novocastra, Leica?
Mastocitos Antitriptase 1:200 Novocastra, Leica?

Quadro 2: Anticorpos primarios empregados, respectiva diluicdo e fabricante
1 Bio SB. Inc., Santa Barbara, CA, USA
2 Biosystems Newcastle Ltd., Benton Lane, Newcastle, UK
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Para o processamento imunoistoquimico foram feitos cortes de 4 um, estando a
temperatura do banho-maria entre 45°C e 50°C. Apds ficarem em estufa por 30 minutos em
temperatura de 56°C, as laminas foram desparafinizadas em trés séries de xilol € em uma
série decrescente de alcoois (99%, 95%, 80%, 70%, 50%) durante 5 minutos cada e lavadas
trés vezes em agua destilada. A recuperagdo antigénica foi realizada em banho-maria e,
apos, foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com perdxido de hidrogénio a 3% em
alcool metilico (30 minutos). Depois de lavadas duas vezes em &gua destilada, as laminas
foram colocadas em soro normal (solugédo a 5%) durante 15 minutos, lavadas novamente e
deixadas em PBS. Neste momento, foram incubadas com os anticorpos primarios, lavadas
com PBS (flush) e secas cuidadosamente. Foi, entdo, incubado o anticorpo secundéario por
15 minutos. Apds nova lavagem e secagem, as ldminas foram incubadas com o anticorpo
terciario por 15 minutos e submetidas a revelagdo com cromdgeno e a contracolora¢do com
hematoxilina de Harris por um minuto, seguida de lavagem em agua corrente e em agua
destilada. As laminas foram azuladas com agua amoniacal a 2%, lavadas em &gua corrente
e em &gua destilada, desidratadas, clareadas e montadas.

No processamento por PAS, foram feitos cortes de 4 um que foram
desparafinizados, hidratados em &gua deionizada e imersos em solugdo de acido periodico a
0,5% durante 15 minutos a temperatura ambiente (18°C a 26°C). As laminas foram, entéo,
lavadas com varios banhos de agua deionizada e imersas em reagente de Schiff durante 30
minutos a temperatura ambiente. Apds, foram lavadas em &gua corrente por 5 minutos e
realizada a contracoloragdo com hematoxilina de Harris durante 5 segundos e lavadas em
agua corrente por 5 minutos. Apds, as laminulas foram montadas com meio de montagem a

base de xilol.

4.4.3 Captura e Analise das Imagens

A captura das imagens histoldgicas foi realizada por meio de microscopio de luz
Zeiss Axioskop 40 (Zeiss, Goettingen, Germany), conectado por videocAmera Roper
Scientific (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA) a um microcomputador Pentium IV
2.2 GHz com 512 MB de memdria RAM, disco rigido de 160 GB e placa de captura Image
Pro Capture Kit. Para a analise das imagens, foi empregado o programa Image Pro Plus
versdo 4.5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). O programa permite a captura da
imagem digital com possibilidade de insercdo de grade de correcdo, marcacao e contagem
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das &reas de interesse. As imagens capturadas foram armazenadas no formato JPEG (Joint
Photographic Experts Group). A analise histologica foi realizada por um observador

calibrado e cegado.

4.4.3.1 Imunoistoquimica

As imagens foram capturadas em objetiva de 10x totalizando trés campos para cada
lamina, selecionados de forma padronizada (extremidade esquerda, centro e extremidade
direita) (Figura 5). A quantificacdo da expressdo imunoistoquimica de cada marcador
(CD1la, CD4, CD8, CD20, caspase-3 e triptase) foi feita por meio da técnica da
segmentacdo semiautomatizada, no programa Image Pro-plus e discriminou as areas de
epitélio e conjuntivo nos campos selecionados. Para tanto, as areas de epitélio e conjuntivo
sofreram recorte no programa Adobe Photoshop Elements, verséo 7.0 (Adobe Systems Inc.,
San Jose, CA, USA) (Figuras 6 e 7).

[ WL A S R it o

Figura 5: Andlise imunoistoquimica: marcacdo do anticorpo CD1a nos campos selecionados. (A)
Extremidade esquerda, (B) centro e (C) extremidade direita
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>

Figura 6: Recorte das areas de epitélio e conjuntivo no programa Adobe Photoshop Elements
versdo 7.0 (Adobe Systems Inc, San Jose, CA, USA) para posterior quantificacdo. (A) Area de
epitélio a ser analisada; (B) area de tecido conjuntivo
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Figura 7: Quantificagdo da expressdo imunoistoquimica pela técnica
da segmentacdo semiautomatizada no Programa Image Proplus,
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4.4.3.2 PAS

As imagens de PAS foram capturadas em objetiva de 20x, totalizando trés campos
para cada lamina (extremidade esquerda, centro e extremidade direita), que foram
selecionados de forma padronizada. A medicao da espessura da membrana basal, em pm,
da regido central de cada imagem histologica (Figura 8) foi realizada aplicando-se a
ferramenta especifica do programa Image Proplus, versdo 4.5.1 (Media Cybernetics, Inc.,
Bethesda, MD, USA) (Figura 9).

Figura 8: Sitio de mensuracéo da espessura da membrana basal,
PAS, objetiva 20X
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Figura 9: Medida da espessura da membrana basal no programa
Image Proplus versdo 4.5.1 (Media Cybernetics, Inc., Bethesda,
MD, USA). PAS, objetiva 20X
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45  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por meio de estatistica descritiva (mediana, percentil
25, percentil 75, tabelas e graficos), e a expressdo imunoistoquimica de CD1a, CD4, CDS8,
CD20, caspase-3 e triptase foi comparada entre os grupos liquen plano e lipus eritematoso
por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. A comparagdo dos subgrupos liquen
plano, lGpus eritematoso sistémico e lupus eritematoso discoide foi feita por meio do teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Na comparacdo da espessura da membrana basal entre
0s grupos liquen plano e lapus eritematoso, foi empregado o teste T de Student e, entre 0s
grupos liquen plano, lGpus eritematoso discoide e lGpus eritematoso sistémico, o teste
ANOVA. O processamento estatistico foi realizado no programa SPSS versdao 17.0
(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL, USA) considerando-se o nivel de

significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1  CONFIRMACAO DIAGNOSTICA

Um total de 56 pacientes portadoras de lesdes orais com diagnostico clinico de
liquen plano ou ldpus eritematoso, todas do sexo feminino, foi submetido & bidpsia, cujos
diagnosticos sdo apresentados na tabela 1. Por meio de exame clinico, histopatologico em
HE e imunofluorescéncia direta, 21 pacientes tiveram diagndstico de liquen plano oral
confirmado, 14 pacientes tiveram confirmacédo de lupus eritematoso discoide e 9 de lupus
eritematoso sistémico. Nove pacientes tiveram diagnéstico inconclusivo, sendo 4 desses
casos compativeis com liquen plano e outros 5 compativeis com llpus eritematoso
discoide. Trés casos tiveram diagndstico ndo compativel com liquen ou lupus. Apenas 0s
44 casos que satisfizeram todos os critérios histopatoldgicos compuseram a amostra final
para exame imunoistoquimico e PAS; os casos inconclusivos e 0s casos ndo compativeis

com liquen ou lapus foram excluidos da amostra.

Tabela 1 - Distribui¢do da amostra de acordo com os diagndsticos obtidos por exame clinico,
HE e imunofluorescéncia direta, Porto Alegre, 2011

Diagnostico N° de casos
Amostra Excluidos
Liquen plano 21 -
Lapus eritematoso discoide 14 -
Ldpus eritematoso sistémico 9 -

Inconclusivo (compativel com liquen plano) -

Inconclusivo (compativel com lUpus eritematoso discoide) -

w o1 B~

Outro (ndo compativel com liquen ou lUpus) -

Total 44 12
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5.2  ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

5.21 CDla

A expressdo imunoistoquimica de CDla foi significativamente maior no grupo

liguen plano, tanto para epitélio, quanto para conjuntivo (Tabela 2, Mann-Whitney,
0=0,05).

Tabela 2 — Expressdo imunoistoquimica de CD1a (um?) em epitélio e conjuntivo para os

grupos liquen plano e ltpus eritematoso, Porto Alegre, 2011

Liquen plano Lapus Eritematoso
Sitio Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 p*
Epitélio 1.797,6 941,4 2.716,6 867,0 3321 17022 0,005
Conjuntivo 2.649,5 1.623,3 4.813,5 1.308,7 419,6 2.653,8 0,030
Percentual total 6,1 4,6 8,3 34 1,7 54 <0,001

*Teste Mann-Whitney
P25=percentil 25; P75= percentil 75

522 CD4

A expressdo imunoistoquimica de CD4 em epitélio ndo diferiu significativamente
entre liquen plano e lupus eritematoso, entretanto, no tecido conjuntivo foi maior para o
grupo liquen plano (Tabela 3, Mann-Whitney, a=0,05).

Tabela 3 — Expressdo imunoistoquimica de CD4 (um?) em epitélio e conjuntivo para 0s

grupos ligquen plano e lapus eritematoso, Porto Alegre, 2011

Liquen plano Lapus Eritematoso
Sitio Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 p*
Epitélio 2.155,7 1.187,0 5.600,2 2.0400 12271 34359 0,503
Conjuntivo 11.023,3 8.355,9 32.030,5 6.721,7  2.624,6 13.887,4 0,008
Percentual total 19,5 12,3 46,6 15,2 6,8 22,0 0,015

*Teste Mann-Whitney
P25=percentil 25; P75= percentil 75
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5.23 CDS8

A expressdo imunoistoquimica de CD8 foi significativamente maior no grupo
liqguen plano, tanto para a andlise em epitélio, quanto para tecido conjuntivo (Tabela 4,
Mann-Whitney, 0=0,05).

Tabela 4 — Expressdo imunoistoquimica de CD8 (um?) em epitélio e conjuntivo para 0s

grupos liquen plano e lapus eritematoso, Porto Alegre, 2011

Liquen plano LUpus Eritematoso
Sitio Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 P*
Epitélio 2.245,4 1.513,4 4.288,8 1.176,3 6979  2.298,6 0,047
Conjuntivo 21.463,5  11.110,0  44.408,5  11.380,9 1.671,7 26.794,7 0,038
Percentual total 30,4 17,6 64,9 16,1 2,7 369 0,026

*Teste Mann-Whitney
P25=percentil 25; P75= percentil 75

5.24 CD20

A expressdo imunoistoquimica de CD20 em epitélio ndo diferiu significativamente
entre liquen plano e ldpus eritematoso, entretanto, no tecido conjuntivo, foi

significativamente maior para o grupo liquen plano (Tabela 5, Mann-Whitney, 0=0,05).

Tabela 5 — Expressdo imunoistoquimica de CD20 (um?) em epitélio e conjuntivo para 0s

grupos liguen plano e lapus eritematoso, Porto Alegre, 2011

Liquen plano LUpus Eritematoso
Sitio Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 p*
Epitélio 2738 148,6 438,7 204,3 74,6 3880 0,404
Conjuntivo 7.821,6 1.651,8 13.503,9 783,1 260,4 89452 0,006
Percentual total 10,0 2,4 17,9 1,3 0,6 11,8 0,007

*Teste Mann-Whitney
P25=percentil 25; P75= percentil 75
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5.25 Caspase-3

A expressdo imunoistoquimica da caspase-3 ndo diferiu significativamente entre os
grupos liquen plano e lupus eritematoso, nem em epitélio, nem em conjuntivo (Tabela 6,
Mann-Whitney, 0=0,05).

Tabela 6 — Expressdo imunoistoquimica da caspase-3 (um?) em epitélio e conjuntivo para o0s

grupos liquen plano e lapus eritematoso, Porto Alegre, 2011

Liquen plano LUpus Eritematoso
Sitio Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 P*
Epitélio 1.063,8 458,2 2.820,5 1.082,5 2737  1.9520 0,534
Conjuntivo 4.335,9 1.838,3 8.807,2 1.9498 1.359,9 50364 0,098
Percentual total 8,1 4,1 13,3 4,0 1,9 12,7 0,169

*Teste Mann-Whitney
P25=percentil 25; P75= percentil 75

5.2.6 Triptase

A expressao imunoistoquimica da triptase foi significativamente maior no epitélio
das lesGes de lupus eritematoso do que no liquen plano. Entretanto, os grupos ndo diferiram

significativamente para a analise do tecido conjuntivo (Tabela 7, Mann-Whitney, 0=0,05).

Tabela 7 — Expressdo imunoistoquimica da triptase (um?) em epitélio e conjuntivo para o0s

grupos liguen plano e lapus eritematoso, Porto Alegre, 2011

Liquen plano LUpus Eritematoso
Sitio Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 p*
Epitélio 22,3 16,5 54,3 55,7 34,3 1231 0,012
Conjuntivo 272,8 131,7 380,8 346 199,5 560,1 0,198
Percentual total 0,4 0,2 0,6 0,5 0,3 0,8 0,124

*Teste Mann-Whitney
P25=percentil 25; P75= percentil 75
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5.2.7 Comparacdo entre Liquen Plano, Lupus Eritematoso Sistémico e LuUpus
Eritematoso Discoide

A tabela 8 e a figura 10 exibem os resultados da analise imunoistoquimica
verificados para a comparacdo do grupo liquen plano com os subgrupos lGpus eritematoso
sisttmico e lUpus eritematoso discoide em epitélio, enquanto a tabela 9 e a figura 11

exibem essa comparagéo para tecido conjuntivo.

Tabela 8 - Expressdo imunoistoquimica (um?) de CD1a, CD4, CD8, CD20, caspase-3 e triptase em
tecido epitelial das lesdes orais de liquen plano, lGpus eritematoso sistémico e IUpus eritematoso
discoide, Porto Alegre, 2011

Marcador Liquen plano Lapus erﬁerrﬁggaso sisttmico | Lupus eritematoso discoide
Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 Mediana P25 P75
CD1la 1797,6% 9414  2716,6 | 1493,6"® 4245 20470 | 7306° 310,2 13856
CD4 2155,7% 1187,0  5600,2 | 33915" 19794 48083 | 1648,0"  981,3 28153
CD8 2245,4" 15134 42888 | 14479"  654,6 2576,6 | 1109,2* 8126 23022
CD20 273,8" 148,6 438,7 187,8" 85,2 396,1 | 230,5" 72,5 404,3
Caspase-3 1063,8* 4582 28205 | 296,8" 1776 17948 | 1386,0"  501,5 19642
Triptase 22,3° 16,5 54,3 54,1°° 30,5 87,4 69,1* 38,9 138,0

Medianas seguidas de letras distintas correspondem aos grupos que diferem significativamente. Teste de Kruskal-Wallis
complementado pelo seu Teste de Comparagfes Multiplas, ao nivel de significancia de 5%
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Figura 10: Expressdo imunoistoquimica (um?®) de CD1la, CD4, CD8, CD20, caspase-3 e triptase em
tecido epitelial das lesdes orais de liquen plano, lGpus eritematoso sistémico e lGpus eritematoso discoide,

Porto Alegre, 2011

Tabela 9 - Expressdo imunoistoquimica (um?) de CD1a, CD4, CD8, CD20, caspase 3 e triptase em
tecido conjuntivo das lesdes orais de liquen plano, lapus eritematoso sistémico e lGpus eritematoso

discoide, Porto Alegre, 2011

Marcador Liquen plano Lapus eritcgrrnuait)gso sistémico Lapus eritematoso discéide
Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 Mediana P25 P75
CDla 2649,5" 1623,3 48135 | 862,0" 382,6 19266 | 18754" 6760 33608
CD4 11023,3* 83559 32030,5 | 8081,7"° 2698,7 135757 | 6191,0° 21723 139943
CD8 214635 111100 444085 | 7327,2° 5419  14706,7 | 178143% 2360,3 392436
CD20 7821,6" 1651,8 135039 | 357,0° 151,6 34155 | 971,4° 372,8  10301,1
Caspase-3 4335,9* 1838,3  8807,2 | 1650,8"  1361,1  5047,4 | 2128,8" 11434 52813
Triptase 272,8" 131,7 380,8 | 396,2" 128,5 610,7 333,74 194,3 589,8

Medianas seguidas de letras distintas correspondem aos grupos que diferem significativamente. Teste de Kruskal-Wallis

complementado pelo seu Teste de Comparagfes Mdltiplas, ao nivel de significancia de 5%
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Figura 11: Expressdo imunoistoquimica (um?) de CD1a, CD4, CD8, CD20, caspase-3 e triptase em tecido
conjuntivo das lesdes orais de liquen plano, lGpus eritematoso sistémico e lGpus eritematoso discoide, Porto
Alegre, 2011

53 PAS - ESPESSURA DA MEMBRANA BASAL

A espessura da membrana basal ndo diferiu significativamente entre 0s grupos
liqguen plano e lupus eritematoso (Teste T de Student, P=0,629, a=0,05). Também na
comparacdo dos grupos liquen plano, lGpus eritematoso sistémico e lGpus eritematoso

discoide, essa variavel ndo diferiu significativamente (ANOVA, P=0,271, 0=0,05).

Tabela 10 — Espessura (um) da membrana basal nas lesdes orais de liquen plano e lGpus
eritematoso, Porto Alegre, 2011

Grupo n Média Desvio-padrao Minimo Méaximo
Liguen plano 21 6,34 1,16 3,86 8,99
Lapus eritematoso 23 6,77 3,98 2,53 17,75

Teste T: P=0,629
n=ntmero de pacientes



Tabela 11 — Espessura (um) da membrana basal nas lesdes orais de liquen plano, lapus
eritematoso sistémico e lupus eritematoso discoide, Porto Alegre, 2011
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Grupo n Média Desvio-padréo Minimo Maximo
Liquen plano 21 6,34 1,16 3,86 8,99
LUpus eritematoso 9 5,57 259 253 9,17
sistemico
LUpus eritematoso 14 7,54 4,58 2,72 17,75
discoide

Analise de Variancia: P=0,271
n=nUmero de pacientes

Média (um)
o

Liquen Plano Ldpus E.

AR Lapus E.
Sistémico

Discoide Lapus

Eritematoso

Figura 12: Espessura (um) da membrana basal nas lesdes orais de liquen plano, llpus
eritematoso sistémico e Ipus eritematoso discoide, Porto Alegre, 2011



6 DISCUSSAO

A expressdo de CD1a foi significativamente maior nas lesdes orais de liquen plano
do que nas de lapus, tanto em epitélio quanto em conjuntivo. O papel das células
dendriticas na etiopatogenia do liquen plano tem sido relatado na literatura (HASSEUS et
al., 2001; SANTORO et al., 2005; GUSTAFSON et al., 2007). A presenca dessas células
em maior numero no epitélio das lesdes de liquen estd de acordo com a ocorréncia de uma
resposta imunoldgica aos antigenos enddgenos e/ou exdgenos encontrados nos
ceratindcitos da camada basal, que seriam 0s responsaveis por sua ativacdo
(VILLARROEL DORREGO et al., 2002). No presente estudo, essas células foram
significativamente mais frequentes também no conjuntivo das lesbes de liquen em
comparacdo ao lupus, o que evidencia sua participacdo primaria no processo. A literatura
relata expressdo de CD1a mais prevalente no epitélio e no conjuntivo de lesdes de liquen
plano oral, se comparadas com mucosa normal (GUSTAFSON et al., 2007; SANTORO et
al., 2005; SATO et al., 2006), o que, segundo os autores, indica que as células dendriticas,
entre elas as células de Langerhans, tém papel importante no liquen plano promovendo o
processo da reacdo imunoldgica ao ativarem os linfdcitos T. Ainda, ao considerar-se a area
de expressdo de CD1a, a diferenca entre liquen e lGpus foi mais significativa para tecido
epitelial do que para conjuntivo, o0 que sugere sua maior atividade no epitélio do liquen e,
portanto, corrobora a ideia de um antigeno epitelial local como responsavel pela resposta
imunoldgica dessa enfermidade (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998; HASSEUS et al.,
2001).

Nas lesdes orais de ldpus, embora presente, a expresséio de CDla foi
significativamente menor que no liquen. E possivel que, no ldpus, as células dendriticas
tenham um papel distinto daquele exercido no liquen plano. Essas células apresentadoras
de antigeno séo capazes ndo apenas de induzir a ativacdo dos linfocitos T, mas também de
estimular o crescimento e a diferenciagdo dos linfécitos B (FAYETTE et al., 1998;
BLANCO et al., 2001). Sendo o lupus uma doenga comprovadamente autoimune, em que
ocorrem inumeros autoanticorpos, € possivel que o papel das células dendriticas esteja,
aqui, voltado a diferenciacdo dos linfocitos B e ndo propriamente a apresentacdo de
antigenos, dai sua menor expressdo no epitélio (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).
Tal achado sugere também que, embora com manifestagdo clinica semelhante, as lesdes

orais dessas duas doencas sejam resultado de processos imunolégicos distintos: no caso do
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liquen, as células dendriticas seriam iniciadoras de um processo local desencadeado por
antigenos epiteliais, capturando-os e apresentando-os aos linfécitos T; no caso do lUpus,
teriam papel secundario as reacdes imunoldgicas ja instaladas, induzindo crescimento de
células B e producdo de anticorpos, ou mesmo atuando na tentativa de inducdo de
tolerancia aos antigenos proprios por parte das células T. E importante lembrar que os
linfocitos T e B sdo os mediadores da imunidade, mas sua funcao estd sob o controle das
células dendriticas. Estas ultimas controlam a imunidade das mucosas ndo apenas por meio
da ativacao de linfocitos, mas também tornando as células T tolerantes aos autoantigenos,
0 que minimiza as reagdes autoimunes. Esse efeito ocorre ndo apenas no timo, mas
também em oOrgdos periféricos (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998). Assim, uma
disfuncdo dessas células na inducdo da autotolerancia poderia estar envolvida na
etiopatogenia da enfermidade em questao.

A expressdo significativamente maior de CD4, CD8 e CD20 no liquen plano,
principalmente em tecido conjuntivo, expressa o papel fundamental dos linfécitos e seu
predominio no infiltrado inflamatério dessa enfermidade (PORTER et al., 1997;
VILLARROEL DORREGO et al., 2002; ZHOU et al., 2002). Tal achado sugere que 0
comparecimento de outras células inflamatdrias como neutrdfilos, eosindfilos, plasmacitos
e macrofagos no infiltrado inflamatério do IUpus contribua para que, neste, os linfécitos,
tanto T quanto B, sejam menos numerosos do que no liquen (REN et al., 2003; HUSSEIN
et al., 2008; LI et al., 2010). Ja o fato de as expressdes, tanto de CD4 quanto de CD20 em
tecido epitelial ndo terem diferido significativamente entre liquen e IUpus, enquanto a de
CD8 foi significativamente maior no epitélio das lesbes de liquen evidencia a importancia
da acdo dos linfocitos citotdxicos sobre o epitélio das lesdes desta enfermidade, como ja
descrito na literatura (EVERSOLE, 1997; LODI et al., 2005; SUGERMAN, et al., 2002).
Esses linfocitos sdo a maioria no infiltrado do liquen e se dispdem no epitélio e adjacentes
aos ceratinocitos destruidos da camada basal, bem como na camada subepitelial e regido
intraepitelial e, quando ativados, podem provocar a apoptose dos ceratinOcitos
(SUGERMAN e SAVAGE, 2002; SUGERMAN et al., 2002). As células T citotdxicas
conferem protecdo contra patdgenos intracelulares (virus, bactérias e parasitas) que se
multiplicam no citoplasma da célula hospedeira, onde se encontram protegidos dos ataques
dos anticorpos. Elas conferem essa protecdo induzindo a morte da célula infectada antes
gue os microrganismos possam proliferar, escapar e infectar as células vizinhas. Uma vez

ativado por uma célula apresentadora de antigenos infectada, um linfocito T citotdxico
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torna-se uma célula efetora, que pode destruir qualquer célula-alvo infectada com o mesmo
patdégeno (ALBERTS et al., 2006). Assim, o predominio de células CD8 no liquen pode
estar associado a antigenos enddgenos das células apoptéticas (BAIMA e STICHERLING,
2001), mas também ndo permite descartar, na etiopatogenia da doenga, entre outros
possiveis antigenos, a participacdo de algum agente viral ou outro microrganismo
intracelular que infecte as células epiteliais.

Nas lesdes orais de lUpus eritematoso, 0 componente celular mais prevalente no
infiltrado inflamatério é de linfocitos T, predominantemente linfocitos T CD4
(LOURENGCO et al., 2007). Quando um linfécito T CD4 é ativado por uma célula
apresentadora de antigenos, torna-se uma célula efetora e pode, entdo, auxiliar a ativar
outras células: macrofagos, linfécitos T CD8 e linfocitos B (ALBERTS et al., 2006).
Pacientes com llpus eritematoso discoide e sistémico exibem distribuicdo similar dos
subtipos de linfocitos no sangue periférico, porém o namero de linfécitos T € menor no
lUpus eritematoso sistémico, 0 que poderia ser explicado por uma profunda linfopenia de
células T CD4, que é um traco caracteristico dessa forma da doenca. A populacdo de
linfécitos no sangue de pacientes com lUpus eritematoso também exibe menor frequéncia
de linfécitos T CD8 em comparacéo a individuos saudaveis, entretanto as formas discoide e
sistémica ndo diferem significativamente. A migracdo de linfocitos do sangue periférico e
seu acumulo nas lesdes inflamatorias da pele e mucosas explicariam sua diminuigdo no
sangue circulante, ja que os linfdcitos citotoxicos sdo os mediadores do dano a camada de
células basais do epitélio (WOUTERS et al., 2004). Assim, € possivel que a multiplicidade
de sitios-alvo atacados pelo sistema imunoldgico no IUpus sistémico contribua para a
menor densidade de linfocitos no infiltrado inflamatorio de suas lesbes orais, quando
comparadas as do liquen.

O anticorpo anti-CD20 é um marcador de linfécitos B, que sdo as células
responsaveis pela resposta imunoldgica mediada por anticorpos. Quando um linfocito B
virgem ou de memoria € ativado por um antigeno, prolifera e se diferencia em uma célula
efetora secretora de anticorpos. Essas células produzem e secretam grande quantidade de
anticorpos soluveis. Os linfécitos B efetores podem comecar a secretar anticorpos
enquanto ainda sdo pequenos linfocitos, mas no estagio final de sua via de maturacao,
tornam-se plasmdcitos que continuamente secretam anticorpos em numero surpreendente.
Os plasmacitos parecem ter sua maquinaria de sintese proteica tdo comprometida com a

producdo de anticorpos que sdo incapazes de promover outros processos de diferenciagdo
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ou de divisdo (ALBERTS, 2006). A expressao imunoistoquimica de CD20 em epitélio ndo
diferiu significativamente entre liquen plano e lGpus eritematoso, entretanto, no tecido
conjuntivo, foi significativamente maior para o grupo liquen plano. Sendo o lGpus uma
doenca autoimune classica, caracterizada pela emissdo de multiplos autoanticorpos, cuja
presenca, nos casos do presente estudo, foi comprovada pela imunofluorescéncia direta,
esperava-se, assim como ja relatado na literatura (BIJL et al., 1998; HUSSEIN et al., 2008),
que tivesse maior expressdo de CD20, o que nédo aconteceu. O fato de o0 CD20 ter sido mais
expressado no conjuntivo das lesdes de liquen pode estar relacionado a maior densidade de
linfocitos nessas lesbes. Talvez, o foco da investigacdo devesse ser dirigido a marcadores
de plasmdcitos, que representam o linfocito B diferenciado e pronto para secretar
imunoglobulinas, ou mesmo a expressao de interleucina-6 (IL-6), que é responsavel pela
diferenciacédo do linfocito B em plasmocito (YANAGIDA et al., 1995; RENAUDINEAU et
al., 2004).

Com relacédo ao infiltrado inflamatorio, ha que se considerar, em ambas as doencas,
o tratamento indicado. Para o lGpus sistémico sdo empregados, com frequéncia, farmacos
imunossupressores de uso sistémico (ORTEU et al., 2001; ROTHFIELD et al., 2006;
POWERS, 2008), o que diminui significativamente a atuacéo das células inflamatérias. E,
mesmo que, no momento, o paciente ndo esteja fazendo uso da terapia medicamentosa,
pode ainda estar sob seu efeito residual. Nos casos de liquen plano, o uso da corticoterapia
ou de outros farmacos sistémicos € eventual. Portanto, se poderia inferir que este fator teria
contribuido para as diferencas observadas para CD4, CD8 e CD20 entre liquen e lUpus.
Entretanto, os casos de lGpus discoide, que raramente sdo tratados com corticoterapia
sisttmica (BRENNAN et al., 2005; ROTHFIELD et al., 2006), s6 diferiram
significativamente do lupus sistémico para o marcador CD8 em conjuntivo, ndo havendo
diferenga significativa para os demais. Outro fator a ser considerado é a variabilidade do
quadro clinico do lupus, de acordo com os estagios de classificagcdo clinica (indice
SLEDAI), o que contempla pacientes em fases de maior e menor atividade da doenga. Na
presente pesquisa, as pacientes ndo foram classificadas pelo indice SLEDALI, tendo-se em
vista 0 tamanho da amostra. E possivel que a presenca de pacientes em fase de menor
atividade do lupus tenha contribuido para os resultados observados para CD4, CD8 e
CD20.

As caspases sdo cisteinas-proteases da familia da enzima conversora da

interleucina-1p, que sdo necessarias para a morte celular programada e, provavelmente, as
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mais claramente associadas com a morte celular (TOBON-ARROYAVE et al., 2004). A
expressdo imunoistoquimica da caspase-3 ndo diferiu significativamente entre 0s grupos
liquen plano e lupus eritematoso, nem em epitélio, nem em conjuntivo. O achado de que
liqguen e lGpus ndo diferiram para expressao de caspase-3 significa que a apoptose esta
acontecendo em ambas as doengas na mesma intensidade, tanto para epitélio, quanto para
conjuntivo. Isso, somado aos achados para CD1a, CD4 e triptase, permite inferir que as
duas doencas diferem nos mecanismos que induzem o processo de apoptose, mas 0
resultado —apoptose- € similar, dai a semelhanca clinica das lesdes em ambas as
enfermidades. O achado também corrobora a maior gravidade do IUpus que, embora com
menor densidade de linfocitos e células dendriticas, € capaz de exibir intensidade de
apoptose semelhante.

A ocorréncia de apoptose tanto em epitélio quanto em conjuntivo esta em
concordancia com os relatos de Nepppelberg et al. (2001), que observaram maior
prevaléncia de células apoptdticas no epitélio e no infiltrado subepitelial de lesbes orais de
liquen plano, quando comparadas com mucosa oral normal. Essas células concentravam-se
mais na camada basal e nas areas de atrofia epitelial, tanto em regido intra como
subepitelial. Também no lupus, as lesbes estdo associadas a ocorréncia de apoptose e
correlacionadas diretamente com o volume de apoptose na epiderme. As células
apoptdéticas expressam antigenos endoplasmico e endonuclear em sua superficie, 0s quais
podem induzir a producdo de autoanticorpos, formacdo de depositos de imunoglobulinas e,
finalmente, liderar a perpetuacdo da inflamacgéo local e o dano da epiderme por apoptose
(BAIMA e STICHERLING, 2001).

A expressdao imunoistoquimica da triptase foi significativamente maior no epitélio
das lesGes orais de lupus eritematoso do que nas de liquen plano. Entretanto, 0s grupos ndo
diferiram significativamente para a analise do tecido conjuntivo. O mastdcito é uma célula
do tecido conjuntivo de origem mesenquimal que contém heparina e histamina em seu
interior. Desempenha papel importante em processos alérgicos e também na protegéo e
defesa contra organismos patogénicos (ALBERTS, 2006). Posiciona-se de forma a ser a
primeira célula do sistema imunoldgico a interagir com antigenos ambientais e alergenos
(GALLI et al., 2008).

O lupus eritematoso sistémico € uma doenca de tecido conjuntivo cuja patogénese
caracteriza-se principalmente pela deposi¢do de imunocomplexos nos tecidos. Como 0s

mastocitos sdo ativados pelos imunocomplexos, teoricamente, poderiam estar envolvidos
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na patogénese da doenca. Sua expressdo significativamente maior no epitélio das lesdes
orais de lupus do que nas de liquen, mesmo quando o infiltrado inflamatério no liquen é
mais denso, evidencia a importancia da participacdo dos mastocitos na etiopatogenia do
lUpus e pode refletir a acdo dos imunocomplexos sobre antigenos presentes no tecido
epitelial. A urticaria ocorre frequentemente no lupus eritematoso sistémico, o que também
poderia confirmar o envolvimento dos mastdcitos. Embora consideracdes tedricas
sustentem que essas células contribuam para o dano dos tecidos no ldpus, as evidéncias
ainda sdo deficientes e poucos estudos tém direcionado seu enfoque a investigacdo da
participacdo dos mastocitos na patogenia do ltpus eritematoso (EKLUND, 2007).

No tecido conjuntivo, ndo houve diferenca significativa da expressdo de triptase
entre liquen plano e lupus eritematoso. Alguns estudos mostram aumento de mastocitos nas
lesbes de liguen (SUGERMAN et al., 2002; ZHAO et al.,, 2002; JAHANSHAHI e
AMINZADEH, 2010), o que tém suscitado pesquisas sobre o potencial papel dos
mastdcitos e seus mediadores na inflamagdo crbnica, assim como sua relagdo com a
populacdo de células imunocompetentes do liquen (ZHAO et al., 2002). Outros estudos
sugerem que a destruicdo da membrana basal no liquen plano oral resulte do acimulo de
mastdcitos nessas areas, 0 que propiciaria a migracdo de linfécitos T CD8 para o epitélio
(ZHOU et al., 2002; JUNEJA et al., 2006). No liquen, o papel dos mastécitos estaria
relacionado a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, como TNF-a, quimase e triptase.
Esses mediadores estariam envolvidos na cronicidade da doenga. Ambos TNF-a e quimase
estimulariam a secrecdo de RANTES (Regulated upon activation normal T-cell expressed
and secreted) pelos linfocitos T, os quais, de volta, estimulariam os mastdcitos a
secretarem TNF-a e quimase. A atividade ciclica resultaria na cronicidade do liquen plano
oral (ROOPASHREE et al., 2010). Assim, o liquen plano seria uma resposta imunoldgica
aos antigenos enddgenos (ceratindcitos) em que 0s mastocitos sdo recrutados
secundariamente ao tecido lesado por mediadores liberados pelos linfécitos T citotoxicos
(JAHANSHAHI e AMINZADEH, 2010).

Os mastdcitos tém sido implicados em muitas doengas caracterizadas pela
inflamacdo crénica, em que se observam mudangas no numero ou no fenotipo dessas
células no 6rgédo afetado (METZ et al., 2007). Recentemente, os mastdcitos tém sido alvo
de pesquisas que evidenciam sua atuagdo em varias outras funcdes, a depender do ambiente
em que estejam envolvidos. Tem sido verificado que regulam respostas imunoldgicas

fisiologicas e patoldgicas e, portanto, agem na interface entre a imunidade inata e a
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adaptativa. Sob condicGes especificas, exercem o papel de células reguladoras com
propriedades anti-inflamatdrias e sdo capazes de afetar as células dendriticas e as fungdes
das células T em orgdos linfoides secundarios, 0 que sugere que desempenhem diferentes
papeis na iniciacdo, no estabelecimento e na progressdo de doencas autoimunes (FROSSI et
al., 2010).

A angiogénese é fator crucial para a perpetuacdo da inflamagdo cronica, porque
promove a migracdo de células inflamatdrias para o sitio inflamado. Os mastocitos séo
capazes de produzir fatores pré-angiogénicos como prostaglandinas E1 e E2, interleucina-8
(IL-8), heparina, fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), Oxido nitrico, fator
ativador de plaquetas e TGF-p1 (BACHELET et al., 2006). Além disso, muitos produtos
derivados de mastocitos tém efeitos que podem influenciar significativamente a
sobrevivéncia, a proliferacdo, o fendtipo e a funcdo de muitas outras células que participam
da inflamacé&o crénica e remodelacéo do tecido (METZ et al., 2007).

A questdo aqui seria definir se o0 papel dos mastocitos no lGpus € decorrente de sua
ativacdo por antigenos ambientais e alergenos ou se o seu afluxo aos sitios de lesdo é
secundério as citocinas liberadas pelos linfocitos, sendo sua permanéncia no sitio
responsavel pela cronicidade das lesdes. Ou ainda, se seu papel € de célula anti-
inflamatdria e reguladora da automimunidade, podendo as les6es de lupus, neste caso,
estarem associadas a uma disfuncdo dos mastdcitos.

A espessura da membrana basal, avaliada na coloracdo de PAS, ndo diferiu
significativamente entre liquen plano e lapus eritematoso, mesmo quando considerados 0s
subgrupos sistémico e discoide. Entretanto, ao compararem-se as médias verificadas para
0s grupos (6,34 pm; 557 pm; 7,54 pm) com a espessura normal dessa estrutura
histoldgica, que, para mucosa oral € de 1 a 3 um (DI FIORE et al., 1973), verifica-se que
ambas as doengas exibem aumento da espessura da membrana basal. J& a média de
espessura da membrana basal epitelial normal da mucosa das vias aéreas varia entre 2,3 um
e 5um (JEFFERY, 2001; 2004; TAGAYA e TAMAOKI, 2007; SOHN et al., 2008;
LIESKER et al., 2009; SAMITAS, et al., 2011). Portanto, o espessamento da membrana
basal esta presente nas lesdes orais, tanto de liquen, quanto de lupus sem diferir em
intensidade entre elas. Os resultados do presente estudo diferem daqueles relatados por
Karjalainen e Tomich (1989), segundo os quais o lGpus eritematoso apresentou depdsitos
espessos e irregulares que se estendiam ao tecido conjuntivo, enquanto no liquen plano a

zona de membrana basal era bem-definida, fina, continua e de cor magenta brilhante.
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O aumento da espessura da membrana basal resulta de processos inflamatérios
prolongados e corresponde a deposicdao de colageno I, 11, V e matriz extracelular, como
fibronectina, laminina e tenascina. O mecanismo de deposicdo de matriz extracelular pode
ocorrer por um desequilibrio entre a sintese e a degradacdo. A deposi¢cdo de coldgeno nos
tecidos é controlada por um balanco entre a degradacdo de metaloproteases de matriz de
coldgeno e seus inibidores (TAGAYA e TAMAOKI, 2007). O aumento da expressao de
um dos varios componentes da zona de membrana basal e um aumento da expressdo dos
componentes do colageno podem estar relacionados ao aumento da espessura da membrana
basal no liquen plano e no lupus eritematoso (AL-REFU e GOODFIELD, 2011).

Na literatura sdo encontradas varias pesquisas que avaliam, por meio de
morfometria, a espessura da membrana basal da mucosa das vias aéreas em doencas
respiratorias, uma vez que a espessura aumentada da membrana é caracteristica dessas
enfermidades em funcdo dos processos inflamatorios prolongados (TAGAYA e
TAMAOKI, 2007). Entretanto, os estudos que relatam essa caracteristica em lesdes de
mucosa oral fazem avaliacGes subjetivas, ndo havendo a efetiva medicdo da estrutura
histoldgica. Tal fato dificulta a comparacdo de nossos achados com os demais estudos e
pode constituir variavel interveniente nas pesquisas que afirmam existir maior espessura da
membrana basal em lesdes de IUpus eritematoso.

Embora a literatura relate o aumento da espessura da membrana basal como
caracteristica das lesdes de lupus (DAVIES e MARKS, 1977; SHAHIDULLAH et al.,
1995; BALTACI e FRITSCH, 2009; AL-REFU e GOODFIELD, 2011), os achados do
presente estudo sugerem que esta ndo constitua critério diferencial entre as lesbes orais de
lUpus eritematoso e liquen plano uma vez que ocorre em ambas as enfermidades.

O diagnostico diferencial das lesdes orais de liquen plano e lupus eritematoso
constitui um processo dificil. As duas doencas sobrepdem-se em varios aspectos clinicos e
histopatologicos. Mesmo quando se langa médo da imunofluorescéncia direta, muitos casos
permanecem com diagndéstico inconclusivo e ha divergéncias na literatura quanto aos
critérios definidores. E possivel que muitas dessas divergéncias tenham origem na falta de
padronizacdo rigorosa na selecdo da amostra, havendo o risco de alguns casos ndo terem
certeza diagnostica. Isso pode ser agravado ainda mais pelo fato de que alguns pacientes
podem ser portadores das duas enfermidades simultaneamente (KIM e POMERANZ, 2004;
NAGAO e CHEN, 2006). No presente estudo, tentou-se, a partir de uma selecdo rigorosa

da amostra, em que os casos foram escrutinados por meio de HE e imunofluorescéncia
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direta e somente incluidos se cumprissem completamente os critérios estabelecidos, buscar
alguma especificidade nos exames de imunoistoquimica e PAS que pudesse auxiliar no
diagnostico diferencial dessas duas doencas. Entretanto, as variaveis avaliadas estiveram
presentes nas lesGes de ambas as enfermidades, o que sugere que nenhum dos marcadores
investigados pode ser empregado como critério definidor de diagndstico. Por outro lado, o
comportamento do CD1a, do CD8 e da triptase fornecem alguns subsidios para a avaliacéo
diagnostica, evidenciando que células dendriticas e linfocitos T CD8 predominam no
epitélio das lesdes de liquen plano, enquanto os mastocitos predominam no epitélio do
lUpus eritematoso.

A inter-relacdo de manifestacGes sob o ponto vista clinico e histopatoldgico, bem
como a dificuldade de diagndstico e de se estabelecerem critérios definitivos para
diferenciar liquen e lGpus nos diversos métodos disponiveis, seja o0 HE, o PAS, a
imunofluorescéncia direta ou 0 exame imunoistoquimico, faz pensar se essas enfermidades
ndo seriam fases diferentes de um mesmo processo ou mesmo que suas lesdes orais néo
passem de manifestacdes inespecificas comuns a varios disturbios imunoldgicos de origens
distintas. Os relatos da associacdo de ambas as enfermidades com outras condi¢bes
autoimunes como hipotireoidismo e sindrome de Sjogren (SCOFIELD et al., 2007) dep&em
a favor dessa possibilidade.

As lesdes parecem, em ambas as doencas, resultar do ataque as células epiteliais,
embora o fator especifico que desencadeia a resposta inflamatoria ndo esteja definido. A
obtencdo de um marcador eficaz que, de forma isolada, seja capaz de diferenciar lesdes
orais de liquen plano e de lupus eritematoso parece estar na dependéncia da descoberta de
um antigeno especifico responsavel pela resposta imunolégica do liquen. Enquanto isso
ndo acontece, é crucial que pacientes portadores de lesdes com aspecto liquenoide sejam
avaliados de forma integral, o que contempla avaliacdo clinica, exames hematoldgicos,
biopsia seguida de HE e imunofluorescéncia direta, bem como acompanhamento clinico.
Os casos que apresentem indicios de lupus eritematoso devem ser submetidos a avaliagdo
reumatoldgica. Assim, o ponto crucial nessas doencas é o acompanhamento clinico
sistematico dos pacientes, ja que as mesmas representam processos dindmicos que podem

evoluir para situacGes mais graves.
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CONCLUSOES

A expressdo imunoistoquimica de CDla, CD4,CD8, CD20, caspase-3 e triptase,
bem como a espessura da membrana basal em PAS ndo constituem critérios
definidores para o diagnostico diferencial entre lesdes orais de liquen plano e de

lUpus eritematoso.

A expressdo imunoistoquimica de CD4, CD8 e CD20 é maior nas lesdes orais de
liqguen plano do que nas de lUpus eritematoso, o que sugere que, no liquen, o

infiltrado seja mais rico em linfécitos.

A triptase esta mais expressada no epitélio das lesdes orais de lupus eritematoso,
enquanto o CD1a prevalece tanto em epitélio quanto em conjuntivo das lesGes orais

de liquen plano.

As lesdes orais de liquen plano e lapus eritematoso parecem diferir no que se refere
ao antigeno que suscita a resposta inflamatdria, mas partilham a apoptose de células

epiteliais e inflamatdrias em sua patogenia.
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Criterion

ANEXO C

American College of Rheumatology criteria for SLE™

Definition

1. Malar rash

Fixed erythema, flat or raised, over the malar eminences tending to
spare the nasolabial folds

2. Discoid rash

Erythematous raised patches with adherent keratotic scaling and
follicular plugging; atrophic scarring may occur in older lesions

3. Photosensitivity

Skin rash as a result of unusual reaction to sunlight, by patient
history or physician observation

4. Oral ulcers

Oral or nasopharyngeal ulceration, usually painless, observed by
physician

5. Arthritis Nonerosive arthritis involving two or more peripheral joints
characterized by tenderness, swelling, or effusion
6. Serositis a) Pleuritis—convincing history of pleuritic pain or rubbing heard by

a physician or evidence of pleural effusion

OR

b) Pericarditis—documented by electrocardiogram or rub or
evidence of pericardial effusion

7. Renal disorder

a) Persistent proteinuria >0.5 g per day or >3+ if quantitation not
performed

OR

b) Cellular casts-may be red cell, hemoglobin, granular, tubular, or
mixed

8. Neurologic disorder

a) Seizures—in the absence of offending drugs or known metabolic
derangements (eg, uremia, ketoacidosis, or electrolyte
imbalance)

OR

b) Psychosis-in the absence of offending drugs or known metabolic
derangements (eg, uremia, ketoacidosis, or electrolyte
imbalance)

9. Hematologic disorder

a) Hemolytic anemia-with reticulocytosis

OR

b) Leukopenia—<4000/mm total on two or more occasions

OR

¢) Lymphopenia—<1500/mm on two or more occasions

OR

d) Thrombocytopenia—<100,000/mm in the absence of offending
drugs

10. Immunologic disorder

a) Positive LE cell preparation

OR

b) Anti-DNA-antibody to native DNA in abnormal titer

OR

¢) Anti-Sm—presence of antibody to Sm nuclear antigen

OR

d) False-positive serologic test for syphilis known to be positive for
at least 6 months and confirmed by Treponema pallidum
immobilization or fluorescent treponemal antibody absorption
test

11. Antinuclear antibody

An abnormal titer of antinuclear antibody by immunofluorescence
or an equivalent assay at any point in time and in the absence of
drugs known to be associated with drug-induced lupus syndrome

Fonte: POWERS, D.B. Systemic lupus erythematosus and discoid lupus erythematosus. Oral
Maxillofac Surg Clin North Am, Philadelphia, v.20, n.4, p.651-662, Nov. 2008.
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