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Resumo

KARSBURG, Rafael Machado. Avaliacdo da expresséao da proteina NOD 1 no
liquen plano oral. 2014. 78f. Dissertagdo — Programa de Pos-Graduacdo em
Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O Liguen Plano Oral (LPO) € uma doenca inflamatéria crénica mediada por células T
gue acomete a mucosa oral. Estima-se que a doenca afete cerca de 1 a 2% da
populacdo geral adulta, com preferéncia por mulheres. Seu mecanismo
etiopatogénico é obscuro, existindo quatro teorias para o seu desenvolvimento,
provavelmente estando ligada a uma resposta imune de origem celular. Em 2003 foi
descoberta a proteina Toll como chave reguladora do sistema imune inato em inseto,
sendo identificadas em humanos proteinas homodlogas, sendo as Proteinas
Receptoras de Dominio de Ligacéo a Nucleotideos e Oligomerizacdo — NOD (NLR)
as mais representativas e estudadas. A proteina NOD1 foi encontrada no epitélio da
mucosa oral normal, sendo que o TLR2 e TLR4 ja foram identificados com expressao
aumentada no LPO. Além disso, ja foram relacionadas mutacées nas proteinas NOD1
com o desenvolvimento de doencgas sistémicas. O objetivo deste estudo foi de
identificar a marcacao da proteina NOD1 através da imunoistoquimica em lesdes de
liguen plano oral e em fragmentos de mucosa oral sadia. Foram contados quatro
campos de células proximo ao epitélio localizadas no infiltrado inflamatério em banda
e quatro campos logo abaixo dos mesmos em cada lamina. O anticorpo utilizado
marcou plasmocitos, havendo estatisticamente maior numero destas células
marcadas em bidpsias dolorosas e com maior tempo de evolu¢éo, e menor em lesbes
do tipo estriadas. Nos campos superiores e inferiores, houve marcacao
significantemente maior no grupo teste quando comparado ao controle. Os resultados
sugerem que existem diferencas na marcacéo do anticorpo entre pacientes com LPO
e sadios, onde a contagem de plasmdcitos tende a ser maior com a evolucdo da
doenca, em lesdes dolorosas e menor em lesdes estriadas.

Palavras-chave: proteinas adaptadoras de sinalizacdo nod; imuno-histoquimica,
liqguen plano bucal



Abstract

KARSBURG, Rafael Machado. Evaluation of the expression of NOD1 protein in
oral lesions of lichen planus. 2014. 78p. Dissertation — Federal University of
Pelotas.

Oral lichen planus (OLP) is a chronic inflammatory disease mediated by T cells that
affects the oral mucosa. It is estimated that the disease affects about 1 to 2% of the
adult general population, with a preference for women. Their etiopathogenic
mechanism is unclear, four theories exist for the development, probably being
connected to an immune response of cellular origin. In 2003 Toll protein was identified
as a key regulator of the innate immune system in insects, identified in human
homologous proteins, being the Receptor-Binding Domain Nucleotide and
Oligomerization - NOD (NLR) the most representative protein studied. The NOD1
protein was found in the epithelium of normal mucosa, whereas TLR2 and TLR4 have
been identified with increased expression in OLP. Also, have linked mutations in NOD1
proteins with the development of systemic diseases. The aim of this study was to
identify the marking NOD1 protein by immunohistochemistry in oral lichen planus
lesions and healthy oral mucosa fragments. Four fields near the epithelial cells located
in the inflammatory infiltrate in band and four fields just below the same on each slide
were counted. The antibody used marked plasma cells, with statistically greater
number of these cells marked in painful biopsies and more development time, and
lower in the striae type injuries. In the upper and lower fields, there was significantly
higher mark in the test group compared to the control . The results suggest that there
are differences in the marking of the antibody in patients with OLP and controls, where
the plasma cell count tends to increase with disease progression in painful and smaller
lesions in striatal lesions .

Key-words: nod signaling adaptor proteins; immunehistochemistry; oral lichen planus
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1 Introducéo

O Liquen Plano Oral (LPO) € uma doenca inflamatéria crébnica mediada por
células T que acomete a mucosa oral (Sugerman, Savage et al.,, 2002). Sua
apresentacao clinica pode ser verificada pela observacao de estrias, papulas e placas
brancas, eritemas, erosdes, Ulceras, além de vesiculas ou bolhas que acometem
predominantemente a mucosa jugal, a lingua e a gengiva (Silverman, Gorsky et al.,
1991).

Estima-se que o LPO afete cerca de um a dois por cento da populacdo geral
de adultos, afetando 1,4 mulheres para cada homem (Axell e Rundquist, 1987)
encontrada, preferencialmente, na quinta década de vida (Vincent, Fotos et al., 1990;
Chainani-Wu, Silverman et al., 2001). As lesdes sédo usualmente bilaterais e dolorosas
guando se apresentam da forma erosiva ou ulcerada (Scully e EI-Kom, 1985; Eisen,
1993).

Embora a etiologia permaneca ndo esclarecida, existem indicios de que a
doenca seja mediada por células T CD8+ citotoxicas contra os queratinécitos basais,
resultando em degeneracdo vacuolar, lise e apoptose das células basais (Walsh,
Savage et al., 1990; Crincoli, Di Bisceglie et al., 2011).

Existem quatro mecanismos desenvolvidos para hipotetizar a
imunopatogénese do LPO: a resposta imune antigeno-especifica mediada por células;
a resposta imune nao-especifica; a resposta autoimune e a imunidade humoral
(Roopashree, Gondhalekar et al., 2010b).

No ano de 2003 foi identificada a presenca da proteina Toll em insetos do
género Drosophila melanogaster como sendo a chave reguladora do sistema imune
inato destes organismos (Hoffmann, 2003). A partir desta descoberta, foram
identificadas em humanos proteinas com fun¢cdes homoélogas as encontradas nos
insetos, as Proteinas Receptoras do tipo Toll (TLR) (Kawai e Akira, 2006).

Novas proteinas reconhecedoras de antigenos foram descobertas, sendo
conhecidas quatro familias de proteinas que compde o0 sistema imune inato, as
proteinas Receptoras do tipo Toll (TLR), as Proteinas Receptoras com Dominios de

Ligacdo a Nucleotideos e Oligomerizagdo (NOD) (abreviada como NLR), os
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Receptores Gene Induzido pelo Acido Retindico-like (RLR) e as Proteinas Receptoras
de Lectina tipo-C (CLR) (Mathews, Sprakes et al., 2008).

Os receptores NLR estdo presentes no citosol das células do sistema imune
inato, fazendo parte de um sistema de deteccdo de moléculas nocivas ou de origem
microbiana presentes no meio intracelular (Mathews, Sprakes et al., 2008).

Os receptores intracelulares NOD1 e NOD2 sao os representantes mais
conhecidos do grupo NOD. Essas proteinas sdo sensibilizadas por moléculas
bacterianas liberadas durante a producéo e degradacao da peptidoglicanos. A NOD1
reconhece o Dipeptideo y-D-meso-glutamil-acido Diaminopimélico (iE-DAP)
(Chamaillard, Hashimoto et al., 2003; Girardin, Boneca, Carneiro et al., 2003),
produzido pela maioria das bactérias gram-negativas e especificos gram-positivos
(Hasegawa, Yang et al., 2006). Em contrapartida, a NOD2 ¢ ativada pelo Dipeptideo
Muramil (MDP), um componente presente, virtualmente, em todos os tipos de
peptidoglicano (Girardin, Boneca, Viala et al., 2003; Inohara, Ogura et al., 2003).

Diversos estudos tém identificado uma expresséao diferenciada de proteinas
reconhecedoras de patdégenos em lesfes cutaneas e orais de liquen plano, como um
aumento da expressdo de TLR1, TLR2 (Salem, Abu-Zeid et al., 2012) e TLR4
(Janardhanam, Prakasam et al., 2012), e a reducao das expressdo da TLR7, TLRS,
TLR9 (Ohno, Tateishi et al., 2011).

A importancia dos Receptores Reconhecedores de Patégenos foi ressaltada
com o descobrimento da associacdo de doencas humanas inflamatérias com
alteracdes genéticas nos genes decodificadores dessas proteinas (Kanneganti,
Lamkanfi et al., 2007). No caso da NOD1, o seu polimorfismo é associado ao
desenvolvimento de eczema atdpico, asma e ao aumento das concentracfes séricas
de Imunoglobulina E (IgE) (Hysi, Kabesch et al., 2005).

A hipotese deste estudo é de que a marcacao da proteina NOD1 no infiltrado
inflamatorio das les6es de LPO poderéa ser diferente quando comparado a mucosa

oral sadia.



2 Projeto de Pesquisa
2.1 Antecedentes e Justificativa

2.1.1 Liguen Plano Oral (LPO)

O LPO é uma doenca inflamatdria cronica mediada por células T que acomete
a mucosa oral (Sugerman, Savage et al., 2002). Sua apresentacédo clinica pode ser
verificada pela observacéo de estrias, papulas e placas brancas, eritemas, erosoes,
Ulceras, além de vesiculas ou bolhas que acometem predominantemente a mucosa
jugal, a lingua e a gengiva (Silverman, Gorsky et al., 1991).

Estima-se que o LPO afete cerca de um a dois por cento da populacéo geral
de adultos, sendo a doenca néo infecciosa da mucosa oral mais comum, afetando 1,4
mulheres para cada homem (Axell e Rundquist, 1987) encontrada, preferencialmente,
na quinta década de vida (Vincent, Fotos et al., 1990; Chainani-Wu, Silverman et al.,
2001). As lesbes sao usualmente bilaterais e dolorosas quando se apresentam da
forma erosiva ou ulcerada (Scully e EI-Kom, 1985; Eisen, 1993).

Podem estar presentes lesdes cutaneas tipicas descritas como papulas lisas
e violaceas afetando os pulsos, tornozelos e genitalias. O envolvimento das unhas
resulta em pterigio e perda permanente da unha. Quando acomete o couro cabeludo,
o liguenplano promove a alopecia da area afetada (Sugerman, Savage et al., 2000).

Embora a etiologia permaneca ndo esclarecida, existem indicios de que a
doenca seja mediada por células T CD8+ citotéxicas contra os queratinécitos basais,
resultando em degeneracdo vacuolar, lise e apoptose das células basais (Walsh,
Savage et al., 1990; Crincoli, Di Bisceglie et al., 2011).

Existem quatro mecanismos desenvolvidos para hipotetizar a
imunopatogénese do LPO: a resposta imune antigeno-especifica mediada por células;
a resposta imune nao-especifica; a resposta autoimune e a imunidade humoral
(Roopashree, Gondhalekar et al., 2010b).
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2.1.1.1 Teoria da resposta imune antigeno-especifica

Na teoria da resposta imune antigeno-especifica, o antigeno para o liquen
plano € desconhecido, sendo a expressdo antigénica nos queratindcitos a primeira
etapa do processo, que é induzida por farmacos, alérgenos, trauma mecanico,
agentes bioldgicos ou agentes indefinidos (Sugerman, Savage et al., 2002).

Os antigenos sédo apresentados aos linfécitos T CD4+ helper e T CD8+
citotéxico pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade I (MHC IlI) nos
endossomos e pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade I (MHC 1) no citosol,
respectivamente. Pela localizagéo ser diferente, sugere-se a participacdo de multiplos
antigenos ou de um Unico que é apresentado e reconhecido tanto no citosol quanto
no endossomo (Sugerman, Savage et al., 2002; Zhou, Sugerman et al., 2002).

A expressdo do antigeno pelos queratindcitos propicia a migracdo dos
linfcitos T para o epitélio. Acredita-se que eles se instalem no epitélio por reconhecer
0 antigeno durante sua vigilancia de rotina ou através de citocinas quimiotaxicas
secretadas pelo queratinécitos (Sugerman, Savage et al., 2002; Lodi, Scully et al.,
2005). Os linfocitos T CD8+ citotdxicos, que possuem em sua superficie um hipotético
Solicitadorde Atividade Citotoxica (RCA), sdo ativados pela ligacdo do antigeno ao
complexo MHC | nos queratinéticos. Os linfécitos T CD4+ helper sao ativados pela
secrecao de Interleucina-12 (IL-12) da ligacdo do antigeno com o MHC Il presentes
nos queratindcitos ou células de Langerhans. Os linfécitos T CD4+ helper ativam mais
linfécitos T CD8+ citotoxicos através da RCA, da Interleucina-2 (IL-2) e Interferon-y

(IFN-y) (Sugerman, Savage et al., 2002; Zhou, Sugerman et al., 2002) (Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da
apresentacdo antigénica e ativacdo das células T
citotoxicas na Teoria da Resposta Imune Antigeno-
Especifica.

Fonte: ROOPASHREE et al., 2012.

Em sequéncia, as células T citotoxicas secretam o Fator de Necrose Tumoral-
a (TNF-a) que desencadeia a apoptose dos queratindcitos, através de mecanismos
ainda nao esclarecidos. Os mecanismos de indugao da apoptose propostos s&o: 1)
secrecdo de TNF-a pela célula T e ligagdo ao receptor TNF-a R1 na superficie do
gueratindcito; 2) secrecao de fas-ligante (Fas-L ou CD95L) e sua ligacdo com o CD95
na superficie dos queratinécitos e 3) secre¢do de granzima B e penetracao no interior
da células através de poros induzidos pela perforina. Todos estes mecanismos ativam
a cascata caspase, resultando na apoptose celular (Sugerman, Savage et al., 2002)
(Figura 2).
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Figura 2 - Representacéo esquematica dos mecanismos
de apoptose dos queratinécitos na Teoria da Resposta
Imune Antigeno-Especifica.

Fonte: ROOPASHREE et al., 2012.

2.1.1.2 Teoria da Resposta Imune néo-especifica

Devido ao fato de algumas das células T presentes nas lesdes de LPO néo
serem especificas, acredita-se que a destruicdo da camada basal ocorra pela invaséo
do infiltrado inflamatério por algum motivo inflamat6rio prévio, pensando estar
relacionado com a membrana basal, as metaloproteinases, as citocinas ou 0s
mastdcitos (Chainani-Wu, Silverman et al., 2001; Sugerman, Savage et al., 2002; Lodi,
Scully et al., 2005).

Os queratindécitos detém o papel de secrecdo de colageno tipo 1V e laminina
V, contribuindo para a manutencdo da membrana basal. Em contrapartida, a
membrana basal envia sinais de sobrevivéncia aos queratindcitos basais, o que
previne a apoptose celular (Sugerman, Savage et al., 2002). Acredita-se que 0s
queratinécitos apoptoticos ndo desempenhem corretamente o papel de manutencéo
da membrana basal, que por sua vez nao realiza sua funcdo de prevencéo de
apoptose celular, causando a destruicdo do epitélio, gerando um ciclo vicioso que
explica a natureza cronica da doenca (Figura 3) (Sugerman, Savage et al., 2002; Lodi,
Scully et al., 2005).
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Figura 3 — Representacéo esquemética da funcdo da membrana basal
na patogénese Imune Nao-Especifica do LPO.

Fonte: ROOPASHREE et al., 2012.

Identificou-se uma prevaléncia maior de metaloproteinase-9 (MMP-9), uma
gelatinase responsavel pela degradacédo de proteinas da matriz do tecido conjuntivo,
em células T de lesdes de LPO, quando comparadas a controles higidos. Acreditando-
se assim, que os linfécitos T do LPO apresentem maior quantidade de ativadores da
MMP-9, o que causaria a destruicdo da membrana basal (Zhou, Sugerman et al.,
2001; Sugerman, Savage et al., 2002) (Figura 4).

Role of mast cells and chemokines

Figura 4 - Representagdo esquematica das quimiocinas na
Teoria da Resposta Imune Antigeno-Especifica.

Fonte: ROOPASHREE et al., 2012.
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Os linfocitos T do LPO secretam a Quimiocina Reguladora da Ativacdo Normal
e da Expressao e Secrecao de Células T (RANTES), responsavel pelo recrutamento
de linfécitos, mondcitos, células natural killer, eosindfilos, basoéfilos e mastocitos
(Zhao, Sugerman et al.,, 2001; Sugerman, Savage et al., 2002). Acredita-se que a
secrecdo de RANTES pelas células T lesionais atraia e estimule a degradacado dos
mastocitos, que liberam TNF-a, responsavel pela up-regulation dos receptores de
quimiocina CCR1; e quimase, uma protease de mastocitos ativadora de MMP9,
causando a degradacéo celular e gerando uma estimulacdo da secrecdo ciclicade

RANTES pelos linfocitos T (Sugerman, Savage et al., 2002).

2.1.1.3 Teorias de autoimunidade

A hip6tese do liquen plano ter patogénese autoimune € suportada pelas
caracteristicas clinicas de acometer preferencialmente mulheres adultas, ter carater
cronico, estar associado com outras doencas autoimunes, ter associagdo com outros
tecidos e apresentar clones de células T autotoxicas (Sugerman, Savage et al., 2002),
sendo propostas quatro teorias de patogénese autoimune (Roopashree, Gondhalekar
et al., 2010b).

A primeira teoria tem como hipotese uma deficiéncia do Fator de Crescimento
Transformante Beta 1 (TGF-B1) no LPO, o qual possui efeito imunossupressor, e que
predisporia a uma inflamacéo linfocitaria autoimune. O balanco entre o TGF-B1 e o
IFN-y determinaria a atividade das lesdes no LPO.Esta aumentaria aproducéo de INF-
y pelas linfocitos T CD4+ Th1 e causaria a downregulation do efeito imunossupressor
do TGF-B1, estimulando a expressdo do MHC-II nos queratinécitos e a atividade
citotdxica das células T (Sugerman, Savage et al., 2002; Lodi, Scully et al., 2005).

A segunda teoria da patogénese autoimune sugereque a mucosa oral normal
tem propriedade de induzir a apoptose de células inflamatérias infiltrantes
similarmente ao que acontece nos olhos, testiculos e placenta. Esse processo
ocorreria através da producdo de TNF-a pela camada de queratindcitos basais,
induzindo a apoptose das células inflamatorias através do Receptor Soluvel-1 de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-R1).Além disso, também agiria através da expresséo do
Fas L (CD95L) no estroma, que induziria a apoptose das células inflamatérias que

expressam Fas (CD95), um ligante de TNF. Acredita-se que uma falha neste sistema
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levaria ao desenvolvimento do LPO e outras doengas autoimunes orais (Sugerman,
Savage et al., 2002; Roopashree, Gondhalekar et al., 2010b).

A terceira teoria autoimune credita a patogénese do LPO a uma falha no
sistema de maturacédo das células de defesa, no qualas células apresentadoras de
antigenos, apos a fagocitose de corpos apoptoéticos, seriam erroneamente maturadas,
apresentando os corpos apoptoticos aos linfocitos T helper, o que desencadearia uma
resposta imune especifica contra o queratindcitos através de células T CD8+

(Sugerman, Savage et al., 2002; Roopashree, Gondhalekar et al., 2010b).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da participacdo das
células apresentadoras de antigeno na teoria da patogénese
autoimune.

Fonte: ROOPASHREE et al., 2012.

A Ultima teoria autoimune defende que a maior expressao de Proteinas de
Choque Térmico (HSP),presente nos queratindcitos do LPO, funcionaria como um
auto-antigeno no desenvolvimento da doenca (Scully, Beyli et al., 1998; Sugerman,
Savage et al., 2002; Ismail, Kumar et al., 2007). O aumento da expressao desta
proteina esta relacionado com drogas, infec¢cbes, produtos bacterianos e trauma

(Sugerman, Savage et al., 2002).
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2.1.1.4 Teoria Humoral

A teoria de que o LPO possa ter sua patogénese humoral baseia-se nos
achados de Lucac e colaboradores, em 2006, que identificaram anticorpos circulantes
especificos contra a desmogleina-1 e 3 em pacientes portadores de liquen plano oral
(Lukac, Brozovic et al., 2006; Roopashree, Gondhalekar et al., 2010b).

2.1.2 Proteinas Reconhecedoras de Patégenos (PRP)

A imunidade inata tem um importante papel na prote¢cdo do organismo dos
mamiferos, desenvolvida principalmente pela presenca das PRP, encontrados nas
células de defesa do sistema imune inato (Mathews, Sprakes et al., 2008).

No ano de 2003 foi identificada a presenca da proteina Toll em insetos do
género Drosophila melanogaster como sendo a chave reguladora do sistema imune
inato destes organismos (Hoffmann, 2003). A partir desta descoberta, foram
identificadas em humanos as funcbes de proteinas homodlogas as encontradas nos
insetos, as Proteinas Receptoras do tipo Toll (TLR), sendo elas responsaveis pelo
reconhecimento de uma lista de substancias microbianas na superficie celular e no
interior dos endossomos (Kawai e Akira, 2006).

Estas proteinas receptoras tém a propriedade de reconhecer componentes
microbianos que, agrupados, sdo chamados de Padrdo Molecular Associado a
Patégenos (PMAP), que sdo estruturas vitais de micro-organismos, como a flagelina,
estruturas de acido nucléico exclusivas de virus e bactérias e fragmento de parede
celular de bactérias, como lipopolissacarideos, acido lipoteicdico e peptidoglicanos
(Akira, Uematsu et al., 2006).

Novas proteinas reconhecedoras de antigenos foram descobertas, sendo
conhecidas quatro familias de proteinas que compde o sistema imune inato, as
proteinas Receptoras do tipo Toll (TLR), as Proteinas Receptoras com Dominios de
Ligacdo a Nucleotideos e Oligomerizacdo (NOD) (abreviada como NLR), os
Receptores Gene Induzido pelo Acido Retindico-like (RLR) e as Proteinas Receptoras
de Lectinatipo-C (CLR) (Mathews, Sprakes et al., 2008).



24

2.1.2.1 Proteinas Receptoras do tipo Toll

Os receptores TLR funcionam como receptores de reconhecimento presentes
na membrana celular das células do sistema imune inato, como os macrofagos,
células dendriticas e os leucdcitos polimorfonucleares, sendo conhecidos mais de dez
tipos diferentes (Bowie, 2007; Kawai e Akira, 2009; Hennessy, Parker et al., 2010;
Iwasaki e Medzhitov, 2010).

Estes receptores sado caracterizados pela presenca extracelular de
Repeti¢cdes Ricas em Leucina (LRR), que agem no reconhecimento das PMAP, e de
um Dominio do tipo Toll e Interleucina-1 (TIR) na porcao intracelular, que ativa
cascatas inflamatdrias através da interacdo com proteinas citoplasmaticas
especificas: Proteina de Diferenciacdo de Resposta Mieldide Primaria (MyD88),
Proteina Adaptadora Contendo dominio TIR (TIRAP), Proteina Adaptadora Contendo
Dominio TIR Induzindo Interferon B (TRIF) e Molécula Adaptadora Relacionada com
a TRIF (TRAM) (Mcgettrick e O'neill, 2010).

Os TLR 1, 2, 4, 5, e 6 estdo presentes nas membranas plasméticas, com
dominios extra e intracelulares. Ja os TRL 3, 7, 8, 9 e 10 estéo localizados no interior
da célula, localizados nos endossomos e ndo dispondo de dominio extracelular
(Mcgettrick e O'neill, 2010). Na tabela 1 sdo destacados os principais tipos conhecidos
de receptores TLR (Mcgettrick e O'neill, 2007; Uehara, A., Fujimoto, Y. et al., 2007;
Uehara e Takada, 2007; Himmel, Hardenberg et al., 2008; Akira, 2009; Pollanen, Sillat
et al., 2009).

Tabela 1 — Relacao dos principais tipos celulares e ligantes dos TLR

Localizacao

Receptor Ligante do ligante Tipo celular
Mondécitos/macroéfagos, linfécitos
TLR1 Lipopeptideos Bactérias B,_ce_:IL_JIas der.‘d““ca?& células
epiteliais  orais, fibroblastos
gengivais
e . . Monocitos/macréfagos,
Glicolipidios, lipopeptideos, gy . oy
N L L mastocitos, células dendriticas,
acido lipoteicoico, Bactérias . R )
. . células epiteliais orais,
TLR2 Lipoproteinas, . .
fibroblastos gengivais,
osteoblastos, osteoclastos,

Zimozan Fungos

linfécitos B e T, neutréfilos
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TLR3 Acido Rlbonuq|§|co (RNA) Virus Células epiteliais orais
dupla-fita, Poli I:C
Lipopolissacarideo,
proteinas de choque Bactérias Células epiteliais orais,
térmico. fibroblastos gengivais,
TLR4
osteoblastos, osteoclastos,
Fibrinogénio, heparan Mamifero linfécitos T, neutroéfilos
sulfato, &cido hialurdnico
Células epiteliais orais,
. L fibroblastos gengivais,
TLRS Flagelina Bacteria osteoblastos, linfocitos B e T,
neutréfilos
Células epiteliais orais,
TLR6 Lipopeptideos Micoplasma | fibroblastos gengivais, linfécitos
B e T, neutrdfilos
Imidazoquinolina, Farmacos Células epiteliais orais,
TLR7 bropirimina, fibroblastos gengivais, linfécitos
RNA simples-fita Virus B, neutrdfilos
Células epiteliais orais,
TLR8 RNA simples-fita Virus fibroblastos gengivais, linfocitos
B e T, neutrdfilos
o Células epiteliais orais,
Citosinas que precedem fibroblastos engivais
TLR9 | Guanina (CpG),Acido Bactéria . 9eng ’
i e osteoblastos, linfocitos
Desoxiriboucléico (DNA) e
neutrofilos

A sinalizagédo intracelular dos TLR pode ser dividida em duas vertentes
(Michelsen, Doherty et al., 2004; Takeda e Akira, 2004), a via MyD88-dependente, que
leva a producao de citocinas pro-inflamatorias e a via MyD88-independente, que induz
os genes Interferon-I (IFN-I) dependentes, a up-regulation doMHC Il e a coestimulacéo
de moléculas em células dendriticas. Ambas as vias induzem citocinas inflamatorias
atraves do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (Zhu e Mohan, 2010).

2.1.2.1.1 A via MyD88-dependente

O dominio TIR da porcdo C-terminal dos TLR se associa com a proteina
MyD88 plasmaética e recruta a Quinase 4 Associada ao Receptor de Interleucina-1
(IRAK4), através da interagdo entre seus dominios de morte. A IRAK4 pode ativar a
Quinase 1 Associada ao Receptor de Interleucina 1 (IRAK1) e assim associar-se com
o Fator 6 Associado ao Receptor de Fator de Necrose Tumoral (TRAF6), ativando o

fator de transcricdo Proteina Ativadora 1 (AP-1) através da Proteina Quinase Ativada
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por Mitégenos (MAPK). O TRAF6 também ativa a quinase ativada pelo Fator de
Crescimento Transformante Beta (TAK1) e a Proteina que liga a TAK1 (TAB). A TAK1
leva a ativagdo do Complexo IkB Quinase (IKK) e este das Proteinas MAP Quinase
Quinase 4 (MKK4) e MAP Quinase Quinase 7 (MKK7), que ativam a Quinase c-Jun
N-Terminal (JNK). Este processo, ao final, leva a translocacdo do NFkB (Janssens e
Beyaert, 2002; Hertzog, O'neill et al., 2003; Yamamoto, Takeda et al., 2004; Kawai e
Akira, 2006).

2.1.2.1.2 A via MyD88-Independente

Esta via é utilizada pelos TLR3 e 4, através do uso da TRIF como ligante para
a ativacdo do Fator Regulador 3 de Interferon (IRF3), cuja ativacao leva a producéao
de Interferon Beta (INF-B) (Hertzog, O'neill et al., 2003; Yamamoto, Takeda et al.,
2004; Kawai e Akira, 2006). A ativacdo da TRAM é induzida pelo TLR4 e leva ao
recrutamento de TRIF. A TRAM localiza tardiamente endossomos onde o Adaptador
de TRAM com o Dominio Dinamico de Golgi (TAG) inibe a ativacdo de IRF3 e a
producédo de citocinas inflamatorias induzidas pelos ligantes de TLR2, TLR7 e TLR9.
A fosforilagdo e a translocacéo nuclear do IRF3 introduz Quinase 1 Ligadora do Gene
TANK (TBK1) ou Quinase IKKi/IKK (IKKi) (Shotorbani, Su et al., 2011). Ambas

cascatas podem ser visualizadas no esquema a seguir.
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Figura 6 — Representacdo esqueméatica dos mecanismos de sinalizagao intracelular
dos TLR.

Fonte: ZHU, 2010.

2.1.2.2 Proteinas Receptoras tipo NOD

Os receptores NLR estdo presentes no citosol das células do sistema imune
inato, ao contrario das TLR que estédo presentes ha membrana celular, fazendo parte
de um sistema de deteccdo de moléculas nocivas ou de origem microbiana presentes
no meio intracelular (Mathews, Sprakes et al., 2008). Isso sugere que os patégenos
que conseguem se sobrepor as defesas extracelulares encontrardo uma nova barreira
de defesa no meio intracelular (Kanneganti, Lamkanfi et al., 2007).

Estima-se que existam 23 genes decodificadores de NLR no genoma humano,
sendo que este numero pode estar subestimado, uma vez que no genoma de ratos
existem 34 genes com a mesma funcéo (Harton, Linhoff et al., 2002; Inohara e Nunez,
2003).

A estrutura basica destas proteinas € composta por um dominio efetor na

por¢céao N-terminal, como o Dominio de Recrutamento de Caspase (CARD), o Dominio
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Pirina (PYD) e o Dominio de Repeticbes de Inibicdes de Baculovirus (BIR); um
dominio NOD na porc¢ao intermediaria, necessario para a ligacdo com o nucleotideo e
auto-oligomerizacao; e uma seérie de cadeias C-terminais de LRR, responsavel pela
deteccdo de PMAP e controle da atividade dos NLR (Harton, Linhoff et al., 2002;
Inohara e Nunez, 2003).

Os NLR podem ser classificados em trés subfamilias de acordo com o dominio
N-Terminal presente em suas estruturas. Sdo conhecidos, o subgrupo NOD que
apresenta dominios CARD na porcdo N-Terminal e os NALPS que contém o dominio
PYD e os NAIPS, os quais possuem o dominio BIR (Duncan, Bergstralh et al., 2007;
Faustin, Lartigue et al., 2007).

O funcionamento dos NLR inicia através da sensibilizacdo do dominio LRR
presente na porcdo C-Terminal pela exposicdo aos PMAP, o que desencadeia um
rearranjo tridimensional da proteina e a oligomerizagéo através do dominio NOD. Isso
acarreta na exposicdo dos dominios efetores dos NLR que ativam proteinas
plasmaticas que contém PYD e que contém CARD através de sua aproximacao e
oligomerizacao (Inohara, Koseki et al., 1999).

Este processo resulta na interagcdo das NOD1 e NOD2 com a Serina-Treonina
Quinase (RICK) para induzir a sinalizagcado do NF-kB e das MAPK.

2.1.2.2.1 NOD 1 e NOD 2

Os receptores intracelulares NOD1 e NOD2 sao os representantes mais
conhecidos de suas subfamilias. Essas proteinas s@o sensibilizadas por moléculas
bacterianas liberadas durante a producédo e degradacao da peptidoglicanos. A NOD1
reconhece o0 Dipeptideo y-D-meso-glutamil-acido Diaminopimélico (iE-DAP)
(Chamaillard, Hashimoto et al., 2003; Girardin, Boneca, Carneiro et al., 2003),
produzido pela maioria das bactérias gram-negativas e especificos gram-positivos
(Hasegawa, Yang et al., 2006). Em contrapartida, a NOD2 ¢ ativada pelo Dipeptideo
Muramil (MDP), um componente presente, virtualmente, em todos os tipos de
peptidoglicano (Girardin, Boneca, Viala et al., 2003; Inohara, Ogura et al., 2003).

O reconhecimento das PMAP pelo dominio LRR dos NOD 1 e 2 induz o
recrutamento de RICK através de interaces homotipicas entre proteinas CARD
(Inohara, Koseki et al., 1999; Ogura, Inohara et al., 2001). A RICK se liga diretamente

ao regulador iKKy e promove sua poli-ubiquitinizacdo K63 e a ativacdo da quinase
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TK1, um pré-requisito para a ativagdo do complexo iKK. Esses eventos resultam na
degradacéo do inibidor de ativagdo de NF-kB IkBa, com consequente translocagéao do
fator de transcricio NF-kB ao nucleo celular, onde a transcricdo dos genes
dependentes alvos ocorre (Kanneganti, Lamkanfi et al., 2007).

Adicionalmente a via de ativacéo do fator de transcricdo NF-kB, as NOD 1 e
NOD 2, através da CARD9 (uma caspase pré-apoptotica) também resulta na ativagéo
de MAPK 38, ERK e JNK, (Girardin, Tournebize et al., 2001; Pauleau e Murray, 2003;
Kobayashi, Chamaillard et al., 2005; Park, Kim et al., 2007).

As duas vias, MAPK e NF-kB, cooperam no aumento da expressao de
moléculas pro-inflamatérias que estimulam a resposta do sistema imune inato e
adaptativo (Kanneganti, Lamkanfi et al., 2007).
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Figura 7 — Representacdo esquematica dos mecanismos
de sinalizacao intracelular dos NOD1 e NOD2.

Fonte: KANNEGANTI et al., 2007.
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2.1.2.3 Expressao das Proteinas Reconhecedoras de Patdogenos no LPO e no
epitélio oral

Em 2012, Salem et al., desenvolveram um estudo a fim de investigar a
expressdo de TLR1 e TLR2 em lesbes cutaneas de Liquen Plano. Foram analisadas
e submetidas a marcacao imunoistoquimica 30 espécimes de lesdes cutaneas de
pacientes portadores de Liquen Plano e 15 fragmentos de pele removidos de
pacientes sadios submetidos a cirurgias estéticas. Os autores encontraram um padréao
de distribuicdo da expressdo dos TLR diferenciado no grupo teste. O TLR1
apresentou-se com expressao preferencial na camada basal e o TLR2 na camada
espinhosa superior, enquanto que o grupo controle apresentou uma distribuicdo mais
homogénea. Os autores acreditam que a marcacao diferenciada dos TLR1 e TLR2
possa estar associada com processos de reparacdo, regeneracdo ou proliferacao
epitelial (Salem, Abu-Zeid et al., 2012).

Janardhanam et al. em 2012 investigaram a expressdo de TLR 2 e TLR 4 através
de imunoistoquimica em bidpsias, e a expressdo de RNAmM em células epiteliais
salivares de pacientes com LPO cultivadas laboratorialmente, comparando-as com as
mesmas células de pacientes saudaveis. A imunoistoquimica, encontraram uma maior
expressao de TLR4 no grupo teste quando comparado ao controle, e uma expressao
similar de TLR2. Através do RT-PCR das células cultivadas identificaram uma
expressado aumentada de RNAm paraTLR4 e IL-12 e menor do RNAm para TLR2 e
IL-6, quando comparados ao controle. Apds estimulo com LPS, a concentracao de IL-
4 e IL-12 foi significantemente maior do que nas células sem o estimulo, sugerindo
uma resposta mista Thl e Th2. O tratamento destas células com dexametasona ap0s
0 estimulo com LPS causou aumento da concentracéo de IL-4 e diminui¢édo da IL-12,
IL-6 e IL-8, comparados ao controle. Os autores concluem haver um importante papel
da interacdo microbiana na patogénese do LPO, devido a resposta envolvendo Thl e
Th2 (Janardhanam, Prakasam et al., 2012).

Ohno et al. em 2011 objetivaram identificar o papel das TLR no
desenvolvimento do LPO. Para isso, analisaram 32 fragmentos de gengiva
apresentando lesdes de LPO (10 do tipo erosivo e 22 do tipo reticular) e compararam
com cincocontroles. Estes tecidos foram submetidos a microarranjo, RT-PCR e
imunoistoquimica. Também foi coletado sangue periférico de 10 pacientes com LPO

e de cinco controles para analise dos mondcitos circulantes. Identificou-se expresséo
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moderadamente aumentada dos genes do TLR1 e TLR2, discreta dos genes do TLR5
e TLR6 e reducéo da expresséo dos genes do TLR7, TLR8 e TLR9. Ao RT-PCR, os
autores examinaram 10 fragmentos de LPO e cinco controles quanto a expressao de
RNAmM das TLR2 e TLR4.Foi encontrada uma expressdo maior em 6 casos do grupo
teste para TLR2 e 4 casos para TLR4 quando comparado ao controle, sendo que os
demais casos foram semelhantes ao controle. A imunoistoquimica, os 32 fragmentos
de mucosa com LPO apresentaram marcacdo do TLR2 na camada basal e espinhosa
do epitélio, enquanto os cinco controles s6 demonstraram marcacao basal. Quanto ao
TLR4, dos 32 casos de LPO, quatro apresentaram marcacéo na camada espinhosa e
um na camada granular. Os monacitos infiltrados apresentaram marcacgéao para TLR2
forte em cinco casos, moderada em 14 amostras e negativa em 13 casos. Parao TLR4
a marcacao foi forte em um caso, moderada em cinco casos e negativa em 26 casos.
Os monAcitos sanguineos demonstraram maior marcacéo de TLR2 e TLR4 do que os
controles, sem diferenca entre os tipos de apresentacdes clinicas de LPO. Ao teste
de estimulo com Lipopolisacarideo (LPS) e Peptidoglicano (PGN), os mondcitos de
pacientes com LPO, antes do estimulo, produziam 2 vezes a mais que 0s controles,
sendo elevada para 10 vezes essa diferenca apds estimulagdo. A Interleucina-4 (IL-
4) foi duas vezes menor no grupo teste antes do estimulo, ndo sendo alterada a
quantidade produzida ap0s a estimulacdo. A marcacgdo para a Interleucina-10 (IL-10)
foi menor no grupo teste antes e apés o estimulo, enquanto a producéo de IFN-y foi
similar antes, e maior no grupo teste apds o estimulo. Os autores acreditam que a
expressdo aumentada de TLR2 nos queratinécitos, mondcitos teciduais e sanguineos
nos casos com LPO sejam devido a liberacdo de citocinas pelos queratindcitos e
células mononucleares presentes, as quais secretam substancias caracteristicas de
uma resposta imune TH1, que pode ser um fator perpetuador da doenca (Ohno,
Tateishi et al., 2011).

Uehara et al., em 2005, analisaram a resposta de células epiteliais de mucosa
oral (HSC-2, HO-1-u-1 e KB) ao estimulo do receptor TLR2, que foi realizado através
do Lipopeptitideo sintético tipo triacil de Escherichia coli (Pam3CSSNA), do TLR4
realizado pelo lipidio A sintético tipo E. coli, da NOD1 estimulado pelo iE-DAP e da
NOD?2 estimulada pelo MDP. Os autores identificaram que as células ndo secretaram
Interleucina-8 (IL-8) nem MCP-1 (proteina quimiotdxica de mondcitos-1) ambos,
fatores pro-inflamatoérios, e também ndo mostraram aumento do RNAmM destas

proteinas. Foi identificado um aumento da sintese de RNAmM e da expressédo de
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Proteinas de Reconhecimento de Peptidoglicanos (PGRP) -L, -1q, -1B e =S, que séo
responsaveis pela producéo de fatores antimicrobianos, ndo produzindo fatores pro-
inflamatorios. Os autores encontraram que a regulacdo destas PGRP ¢é feita pelas
TLR2, TLR4, NOD1 e NOD2, através da sua via final, a inibicdo do NF-kB, mais
especificamente nas vias p50 e p65. Eles concluem que a mucosa oral tem uma
grande resposta aos componentes microbianos, detendo capacidade de combaté-los,
sem estimular o sistema imune inato, e assim preservar a integridade tecidual
(Uehara, Sugawara et al., 2005).

Sugawara et al., em 2006, investigaram a expressdo das proteinas TLR2,
TLR4, NOD1 e NOD2 em células epiteliais normais e de pacientes com periodontite,
e sua resposta ao estimulo por Lipopeptideo Pam3CSSNA do tipo E. coli e iE-DAP,
avaliada através de RT-PCR, citometria de fluxo, imunomarcacéo in vitro (HSC-2, HO-
1-u-1 e KB) e in vivo (fragmentos de mucosa oral sadia e com periodontite). A
imunoistoquimica, foi identificada expressdo de NOD1 e NOD2 no tecido humano
saudavel e no fragmento de mucosa de bolsa periodontal distribuidos pelo epitélio.
Houve expressao das proteinas TLR2 e TLR4 em ambos tecidos, sendo mais discreta
do que a marcacdo das NOD.A mucosa de bolsa periodontal apresentou marcacao
nitida na membrana celular. As células cultivadas (HSC-2, HO-1-u-1 e KB)
expressaram RNAmM de todos TLR e NOD, na membrana celular e no espaco
intracelular, respectivamente. Identificou-se que estas células, mesmo nao
estimuladas, produziam pequena quantidade de B-defensina, que aumentava quando
estimuladas. Os autores sugerem que os TLR e as NOD atuem como receptores
antibacterianos no epitélio oral, causando o aumento da resposta imune inata em
resposta a agressées bacterianas. Entretanto, ratificam a teoria de que as células
epiteliais orais sdo dessensibilizadas parcialmente para evitar danos teciduais por
processos inflamatdrios oriundos das bactérias comensais habitantes da cavidade
oral. (Sugawara, Uehara et al., 2006).

Uehara et al., em 2007, avaliaram a expressdao de RNAm e das proteinas
TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, NOD1, NOD2, PGRP-L, PGRP-la, PGRP-IB e PGRP-S,
assim como a producdo de MCP-1, IL-6, IL-8 e B-defensina2, um antimicrobiano
epitelial, antes e apds estimulagédo por MDP, Lipidio A tipo E. coli, Lipopeptideo triacil
Pam3CSSNA tipo E. coli, iE-DAP, ssPoly U e Poly I.C em diferentes culturas de
células humanas epiteliais orais (HSC-2, HSC-3, SAS e HO-1-u-1), faringeas (HEp-
2), esofagicas (TE-1), mamarias (MCF-7), pulmonares (A549), renais (caki-1), uterinas
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(CCL-227 e HT29), salivares (HSY), de carcinoma epitelidéide (HeLa) e intestinais
(SW620, HT29, T84 e Caco-2), utilizando a RT-PCR, citometria de fluxo, ELISA e
imunomarcacédo. Os autores encontraram expressao de todas TLR e NOD em todos
0s grupos celulares analisados. Foram detectadas expresséo de superficie celular dos
TLR2 e 4, e intracelular dos TLR 3 e 7, NOD 1 e 2. Em todas as andlises, a expressao
das NOD foi mais intensa quando comparadas com os TLR. Todos os tipos celulares,
com excecao das intestinais HT29 e SW620, ndo expressaram fatores pro-
inflamatorios IL-6, IL-8 e MCP-1 antes ou apos estimulos. As células HSC-2, HEp-2,
TE-1, SW620 e HelLa foram avaliadas quanto a producdo de [(B-defesinas, e todas
foram capaz de produzi-la. A interrupgéo da produgéo da B-defensina-2 foi conseguida
através do bloqueio do NF-kB, sendo identificado o papel desta molécula na produgao
da proteina, e dos TLR e NOD na sua modulacdo. A expressao das proteinas PGRP-
la, -S e —IB foi observada nas células epiteliais e esofagianas, aumentando apds o
estimulo, exceto a PGRS-S nas células esofagianas que se manteve estavel, e nas
intestinais e uterinas que ndo as expressaram. Com estes resultados os autores
ratificam sua teoria de que as células epiteliais respondem fracamente ou nao
respondem ao estimulo das PMAPna producdo de fatores inflamatérios,
desencadeando a producéo de fatores antibacterianos com a finalidade de impedir
uma resposta infamatoria local e destruicao epitelial, mediados pelas proteinas TLR e
NOD (Uehara, Akiko, Fujimoto, Yukari et al., 2007).

2.1.2.4 Associagao dos NLR com doencas

A importancia dos Receptores Reconhecedores de Patogenos NOD 1 e NOD
2 foi ressaltada com o descobrimento da associacdo de doencas humanas
inflamatdrias com alteracdes genéticas nos genes decodificadores dessas proteinas
(Kanneganti, Lamkanfi et al., 2007).

O polimorfismo da NOD1 é associado ao desenvolvimento de eczema
ectopico, asma e ao aumento das concentragcfes séricas de Imunoglobulina E (IgE)
(Hysi, Kabesch et al., 2005).

Variantes da NOD2 foram encontradas expressando reduzido potencial de
ativacao do fator de transcricdo NF-kB quando ativado pelo MDP, laboratorialmente
(Inohara, Ogura et al., 2003; Netea, Ferwerda et al., 2005; Van Heel, Ghosh et al.,

2005), também sendo associados a um maior risco de desenvolvimento de doencga de



34

Crohn (Hugot, Chamaillard et al., 2001; Ogura, Bonen et al., 2001) por uma remocéao
inadequada das bactérias comensais intestinais, o que leva a respostas inflamatérias
desreguladas do tecido (Kanneganti, Lamkanfi et al., 2007).

As variacfes da NOD2 associadas a doenca de Crohn foram relacionadas
com o aumento da incidéncia de Doenca do Enxerto Versus Hospedeiro (GVHD) e de
morte associada ao transplante autdégeno de medula 6ssea (Holler, Rogler et al., 2004;
Elmaagacli, Koldehoff et al., 2006; Granell, Urbano-Ispizua et al., 2006).

Além das doencas ja mencionadas, também foram relacionadas as alteracfes
na NOD2 com a Sindrome de Blau (Miceli-Richard, Lesage et al., 2001) e a sarcoidose
inicial (Kanazawa, Okafuji et al., 2005), duas desordens autossémicas dominantes
caracterizadas por inflamacéo de mdultiplos 6rgaos. Acredita-se que essas mutacdes
aumentem a atividade da NOD2, sendo necessarios mais estudos para identificar a
relacdo destas mutacbes com o desenvolvimento de doencas inflamatorias

(Kanneganti, Lamkanfi et al., 2007).



2.2 Justificativa e Hipoteses

O liguen plano oral € uma doenca de grande relevancia na clinica
odontologica devido a sua alta frequéncia e recorréncia, ao prejuizo funcional e da
qualidade de vida que promove e sua discutivel chance de predispor ao
desenvolvimento de lesdes malignas.

Seu tratamento é focado no combate da sintomatologia dolorosa,
normalmente associado a ulceracdes, fissuras e erosdes, através do uso de
substancias tépicas analgésicas e aceleradoras do reparo tecidual. Entretanto,
observa-se clinicamente que alguns pacientes apresentam resposta favoravel ao
tratamento, enquanto uma parcela menor experimenta lesées duradouras com baixa
resposta ao tratamento, mesmo com drogas de maior poténcia e artificios para
aumentar o tempo de contato da mesma com a mucosa oral, como as placas de
silicone e as drogas sistémicas.

Estes insucessos clinicos trazem a tona a discussédo dos motivos pelos quais
alguns pacientes respondem bem e outros ndo a terapéutica instituida, levando-nos,
invariavelmente, a estudar a patogenia da doenca a fim de encontrar estas respostas.

Entretanto, a literatura cientifica ndo € unanime na explicagdo do mecanismo
de desenvolvimento do liquen plano oral, ndo possibilitando a explicacdo dos motivos
das respostas diferentes ao tratamento, fazendo com que os tratamentos propostos
sejam baseados exclusivamente na resposta clinica de melhora dos sintomas dos
pacientes, e ndo na manipulacdo dos mecanismos de desenvolvimento da doenca.

Com a descoberta das proteinas NOD como integrantes do sistema imune
inato dos seres humanos, uma série de estudos relacionou mutacdes em sua estrutura
com o desenvolvimento de doencgas autoimunes mucosas, e a sua alta expressao no
tecido epitelial oral produzindo e modulando fatores antibacterianos e pré-
inflamatorios. Estas questdes suscitam a davida a respeito de sua participacdo no
processo de patogénese do LPO, que por possuir caracteristicas autoimunes e de
agressao celular, aumenta os indicios de uma provavel participacdo no processo,
justificando a investigacao desta relagao.

Este estudo relacionara a expressao imunoistoquimica das proteinas NOD1 e
NOD2 com o Liquen Plano Oral, algo ainda néo realizado na literatura.

A hipoétese deste estudo € de que a marcacao das proteinas NOD1 e NOD2

no infiltrado inflamatdrio e no epitélio das lesdes de LPO podera ser diferente tanto na
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localizacdo como na quantidade de células marcadas quando comparado a mucosa
oral sadia. O sistema de reconhecimento bacteriano através das NOD pode estar
alterado no LPO, reconhecendo as bactérias indigenas como patdégenos e
estimulando anormalmente a resposta imune inata, causando destruicdo tecidual,

similarmente ao que ocorre no intestino com Doencga de Crohn.



2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo geral
Avaliar a expressao das proteinas NOD1 e NOD2 em les@es de liquen plano

oral e na mucosa oral de pacientes higidos.

2.3.2 Objetivos especificos
Avaliar a ocorréncia de marcacao das proteinas NOD1 e NOD2 no infiltrado

inflamatorio adjacente as leses de LPO.



2.4 Materiais e Métodos

2.4.1 Selecao da amostra

Serdo selecionados 30blocos de parafina contendo fragmentos de mucosa
jugal de pacientes biopsiados com diagndstico histopatolégico de liqguen plano oral e
8blocos de parafina de mucosa oral higida para compor o grupo controle, removidos
de pacientes saudaveis durante exodontia de terceiro molar inferior impactado sem
sinais de pericoronarite, ambos pertencentes ao arquivo do Centro de Diagndstico das

Doencgas da Boca.

2.4.1.1 Critérios de incluséo

Serdo incluidos no estudo blocos de parafina de biopsias realizadas na
mucosa jugal de pacientes portadores de liquen plano oral (de acordo com os critérios
clinicos e histopatolégicos de VAN DER MEIJ e VAN DER WALL, 2003), por indicacdo
clinica de diagndéstico da doenca, pertencentes ao arquivo do Centro de Diagndstico

das Doencas da Boca.

2.4.1.2 Critérios de excluséo

Serdo excluidos do estudo blocos de parafina de pacientes cujas lesdes forem
situadas em locais que ndo sejam a mucosa jugal, aquelas presentes em portadores
de doenca autoimunes sistémicas e as de pacientes que ndo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (as bidpsias oriundas de pacientes da rede privada
e publica, externos ao CDDB), anexo a ficha clinica do CDDB-UFPel (Anexo A).

2.4.2 Revisédo dos prontuarios clinicos e cirurgicos
Os prontuarios de atendimento serado revisados para a coleta de informacdes
de raca, idade, caracteristicas clinicas das lesdes, tempo de evolucdo das lesées,

sintomatologia, tipos de tratamentos realizados e sitio de acometimento das lesdes.

2.4.3 Revisédo das laminas histopatologicas
Os 30 espécimes selecionados serdo revisados a fim de confirmar o

diagndstico histopatoldgico por dois avaliadores experientes.



39

2.4.4 Técnica de Imunoistoquimica para evidenciacao da expresséao de NOD1 e
NOD2

A expresséo dos anticorpos NOD1 e NOD2 sera obtida através da técnica de
imunoistoquimica pelo método da estreptavidina-biotina.

De cada bloco de parafina serdo obtidos trés cortes de 3um. Os cortes serao
estendidos em laminas de vidro previamente lavadas em &lcool absoluto, secas e
mergulhadas por um minuto em solugéo de 3-aminopropiltrietoxi-silano (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, EUA) a 10% em alcool absoluto.

Os cortes serdo desparafinados em dois banhos de xilol: o primeiro a 60°C
por 30 minutos, e 0 segundo a temperatura ambiente (TA) por 20 minutos. Em seguida
reidratados em séries descendentes de etanois, a partir de trés passagens em etanol
absoluto, seguidos por etanol 95%, 85% e 80%, durante 5 minutos cada.

ApoOs lavagem em agua corrente e adgua destilada, as laminas receberdo os
tratamentos de recuperacado antigénica para que ocorra o restabelecimento dos sitios
antigénicos e o rompimento das liga¢des cruzadas com a formalina. Sera utilizado o
acido citrico pH 6,0 em banho-maria por 30 minutos a 95°C para ambos 0s anticorpos.

Apos o tratamento, os cortes serdo novamente lavados em agua corrente
seguidos de duas passagens de 5 minutos cada em agua destilada e do bloqueio da
peroxidase enddgena tecidual, para o qual serdo realizados dois banhos de 5 minutos
em solucdo de perdxido de hidrogénio, 20 volume sem metanol Pro-Analise (PA)(1:1,
v/v). Apés o bloqueio, os cortes serdo novamente lavados em agua corrente seguido
de duas passagens por agua destilada e, em seguida, dois banhos em solucdo tampéao
de TRIS-HCI (hidroximetil-amino-metano) a 0,5M pH 7,6, 5 minutos cada imerséao.

Apés, seré realizada a incubacao por uma hora dos anticorpos primarios para
identificagdo do antigeno NOD 1 e NOD 2.A diluicdo para a NOD 1 e NOD 2, sera de
1:50 a 1:500 em BSA 1% (albumina sérica — Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA),
conforme instrucdes do fabricante. Passado o periodo de incubacdo do anticorpo
primario, sera realizada a incubacé&o do soro e complexo terciarios (ambos por 30
minutos) - Kit LSAB (Dako Corporation). Lavagem duas vezes em agua destilada (5
minutos) e em solugdo tampao TRIS (Hidroximetil aminometano Tris - Sigma
Chemical, MO, EUA) pH 7,6.

Em seguida, sera feita a revelacdo através da utilizacdo do cromdogeno

diaminobenzina (DAB, 3,3 diaminobenzina, Sigma Chemical CO., St. Louis, USA) por
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1 minuto. Apéds, lavagem em agua corrente por 10 minutos, dois banhos em agua
destilada por 5 minutos cada, e duas imersdes de 5 minutos cada em TRIS pH 7,6.
As laminas serdo contracoradas com Hematoxilina de Mayer por 8 minutos e
em seguida lavadas em agua corrente por 10 minutos e um banho em agua destilada
por 5 minutos.
Apds, as laminas serdo desidratadas através da utilizacdo de cadeias
ascendentes de etandis e diafanizacdo com xilol. As laminas serdo montadas com

resina Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, USA).

2.4.5 Andlise dos resultados da expressao das proteinas NOD1 e NOD2

Os cortes histopatolégicos submetidos a técnica de imunoistoquimica para
evidenciagao das proteinas NOD1 e NOD2 serdo avaliados por um Unico pesquisador,
onde com o auxilio de um reticulo (quadriculado, 10x10 campos) e um microscépio
optico (na magnitude de 40x) sera contado o niamero e avaliado o tipo de células
marcadas positivamente em quatro areas contiguas do tecido conjuntivo na regiao

justaepitelial, e outras quatro areas imediatamente abaixo das primeiras.

2.4.6 Anélise estatistica

O estudo é classificado como estudo retrospectivo com grupo controle.

Os dados obtidos seréo tabulados no programa Stata 12.0 (StataCorp, 2011,
EUA) onde os resultados serdo apresentados em forma de média e desvio padréo, e
as comparacdes entre 0s grupos e analise de variaveis categoricas serdo feitas
através teste de Mann-Whitney, e as comparacdes entre variaveis ordinais, através

da Correlacéo de Spearman.
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2.4.7 Considerag@es Eticas

O projeto de pesquisa sera conduzido com blocos de parafina de LPO e de
mucosa oral sadia pertencentes ao arquivo do Centro de Diagndstico das Doencas da
Boca da UFPel, entre os anos de 1959 a 2013, cujos pacientes tenham assinado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em anexo a ficha clinica do CDDB
(Anexo A). Os pacientes cujos fragmentos teciduais forem utilizados na pesquisa,
serdo contactados, quando possivel, para que autorizem formalmente o uso de seu
material, através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Pelotas, através do parecer 07/2014 (Anexo C)



2.5 Cronograma

2014

Submisséo ao Comité de
Etica em Pesquisa

Selecé&o dos casos do grupo
teste e controle

Conferéncia do diagndstico
dos casos selecionados

Levantamento dos dados
biograficos, anamnéticos e
clinicos nas fichas clinicas

Separacdao dos blocos de
parafina dos casos incluidos

Realizacdo da técnica de
imunoistoquimica

Analise das laminas coradas

Tabulacdo dos resultados e
analise estatistica

Discussao dos resultados

Elaboracao da dissertacao

Defesa da dissertacao

Envio para publicacdo em
revistas cientificas




2.6 Orcamento

Materiais Preco
3-aminopropiltrietoxi-silano *
Acido citrico *
Agua destilada *
Albumina sérica *
Alcool absoluto *
Anticorpo anti-NOD1 para imunoistoquimica U$279,00
Anticorpo anti-NOD2 para imunoistoquimica U$279,00
Diaminobenzina *
Etanol *
Formalina *
Hematoxilina de Mayer *
Hidroximetil-amino-metano *
Laminas histol6gicas *
Laminulas histolégicas *
Metanol pré-andlise *
Parafina *
Perdxido de hidrogénio 20 volumes *
Resina Permount *
Soro e complexo terciério *
Xilol *

Total em Délares U$558
Total em reais
(cotagdo: U$1l = R$ 2,114 no dia 29/05/2013) R$1.179,61

* Materiais disponiveis no Centro de Diagndstico das Doencas da Boca da UFPel.

Os gastos da pesquisa serdo custeados através de recursos do Programa de
Apoio a Pos-graduacdo (PROAP) e pelo “Projeto Parceria entre Programas de Pés-
Graduacdo UFPel/lUFMG, Buscando Consolidacdo da Area de Diagndstico Bucal do
PPGO/FOUFPel’(MCT/CNPg/MEC/Capes - Acdo Transversal n. 06/2011 -
Casadinho/Procad - No. do processo 552662/2011-9 - Valor: R$ 281.000,00 —
Coordenadora Profa Dra Sandra Beatriz Chaves Tarquinio).
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3 Relatdrio do trabalho de campo

O projeto de pesquisa defendido nesta dissertacdo necessitou de alteracbes
apos o inicio da execucdo da metodologia proposta, tornando-o diferente do
apresentado anteriormente.

O inicio das atividades laboratoriais da dissertacao consistiu na otimizacao dos
anticorpos comprados para evidenciacao das proteinas NOD1 e NODZ2, procedimento
este de dificil realizacdo, uma vez que os protocolos narrados na literatura ndo foram
satisfatorios em sua reproducdo e as instrucées contidas nas bulas dos anticorpos
nao abordavam a maneira de serem trabalhados.

As reacbes de imunoistoquimica de cada anticorpo demandavam um grande
tempo para a otimizacéo, devido ao longo tempo de incubacdo de cada anticorpo
(18h), o que, consequentemente, também gerava uma grande demora até que o
resultado do experimento pudesse ser analisado para possibilitar uma nova reagao
teste.

Foram testadas diferentes diluicdes dos anticorpos (1:600, 1:400, 1:200, 1:100),
diferentes métodos de tratamento antigénico (banho-maria com &cido citrico, banho-
maria com EDTA, calor sob pressao com acido citrico e calor sob pressao com EDTA)
e diferentes tempos de recuperagao antigénica (30’ e 25’), sendo essas variaveis
cruzadas em busca de uma marcacdo otimizada para o infiltrado inflamatério das
lesbes.

A marcacao para o anticorpo para NOD1 ficou determinada como ideal na
concentracdo de 1:600, com a recuperagdo antigénica sendo realizada em banho-
maria submerso em acido citrico durante 25 minutos.

Entretanto, a marcacdo do anticorpo para NOD2, apesar de morosamente

otimizada, deixou de apresentar imunorreatividade no controle positivo durante as
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primeiras rodadas do experimento, demonstrando uma instabilidade do produto, que
pode ser observada também em outras marcas testadas em trabalhos
concomitantemente em andamento.

Devido a demora na importagcdo dos anticorpos, também pela demora da
aprovacdo do Projeto de Pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPel,
restando poucos meses para o desenvolvimento do experimento, hdo houve tempo
habil para a realizacdo de nova importacdo do anticorpo para NOD2, nem para sua
otimizacao, afim de ser incluido na dissertacéao.

Por estes motivos, o trabalho foi conduzido de igual forma, entretanto sendo

avaliada somente a expressao da proteina NOD1.
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4.1 Resumo

O Liquen Plano Oral € uma doenca inflamatdria cronica mediada por células T que
afeta a mucosa oral. Seu mecanismo etiopatolégico nédo é claro, sendo relacionada a
uma respsota imune cellular. Em 2003, foi identificada em humanos, proteinas
chamadas Receptores Toll-like com fungédo no reconhecimento antigenos na resposta
immune inata, As proteinas NOD (NLR) sdo o grupo mais representative e estudado.
O objetivo deste estudo foi de identifcicar a expressao da proteina NOD 1 através da
imunoistoquimica em lesdes orais de Liquen Plano Oral e em fragmentos de mucosa
oral sadia. O anticorpo marcou plasmécitos, sendo estatisticamente mais frequente
em lesdes reticulares, dolorosas ou com longo tempo de evolucdo. Foi identificada
uma mais marcacdo no grupo teste quando comparado ao grupo controle. Os
resultados sugerem que a presenca de plasmadcitos tende a ser maior quanto maior
for o tempo de evolucdo devido a inflamacao crbnica, o que estumularia o Sistema
imune adaptativo; e que a presenca das células evidenciadas pelo anticorpo contra

NOD1 esté relacionada a lesdes brancas ou dolorosas.

Palavras-chave: proteinas adaptadoras de sinalizacdo nod; imuno-histoquimica;

liquen plano bucal
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4.2 Abstract

Oral lichen planus is a chronic inflammatory disease mediated by T cells that affects
the oral mucosa. Their etiopathogenic mechanism is unclear, probably being
connected to an immune response of cellular origin. In 2003, it was identified in human
homologous to insects proteins, proteins called Toll-like receptor with similar functions
in innate immune system. NOD (NLR) is the most representative studied. The aim of
this study was to identify the expression of NOD 1 protein by immunohistochemistry in
lesions of oral lichen planus (OLP) and specimens of healthy oral mucosa. The
antibody marked plasma cells, being statistically more frequent in reticular OLP, in
painful and longlasting lesions. There was significantly higher immunostaining in the
test group compared to the control. The results suggest that the presence of plasma
cells tends to increase with disease progression due to chronic inflammation, which
stimulate the adaptive immune system; and that the presence of these cells evidenced
by NOD1 antibody is related to white and painful lesions.

Key-words: Nod Signaling Adaptor Proteins, Immunohistochemistry, Oral Lichen

Planus
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4.3 Introducao

O Liquen Plano Oral (LPO) é uma doenca inflamatoria crénica mediada por
células T que acomete a mucosa oral (Sugerman, Savage et al., 2002). Sua
apresentacao clinica pode ser verificada pela observacéo de estrias, papulas e placas
brancas, eritemas, erosdes, Ulceras, além de vesiculas ou bolhas que acometem
predominantemente a mucosa jugal, a lingua e a gengiva (Silverman, Gorsky et al.,
1991).

Estima-se que o LPO afete cerca de um a dois por cento da populacéo geral
de adultos, afetando 1,4 mulheres para cada homem (Axell e Rundquist, 1987)
encontrada, preferencialmente, na quinta década de vida (Vincent, Fotos et al., 1990;
Chainani-Wu, Silverman et al., 2001). As lesdes séo usualmente bilaterais e dolorosas
guando se apresentam da forma erosiva ou ulcerada (Scully e EI-Kom, 1985; Eisen,
1993).

Embora a etiologia permaneca ndo esclarecida, existem indicios de que a
doenca seja mediada por células T CD8+ citotoxicas contra os queratindcitos basais,
resultando em degeneracdo vacuolar, lise e apoptose das células basais (Walsh,
Savage et al., 1990; Crincoli, Di Bisceglie et al., 2011).

Existem quatro mecanismos desenvolvidos para hipotetizar a
imunopatogénese do LPO: a resposta imune antigeno-especifica mediada por células;
a resposta imune nao-especifica; a resposta autoimune e a imunidade humoral
(Roopashree, Gondhalekar et al., 2010b).

No ano de 2003 foi identificada a presenca da proteina Toll em insetos do
género Drosophila melanogaster como sendo a chave reguladora do sistema imune

inato destes organismos (Hoffmann, 2003). A partir desta descoberta, foram



57

identificadas em humanos proteinas com fun¢cdes homélogas as encontradas nos
insetos, as Proteinas Receptoras do tipo Toll (TLR) (Kawai e Akira, 2006). E desde
entdo, estudos tem sido desenvolvidos a fim de identificar provaveis alteracdes nestas
proteinas como explicacdo do mecanismo de acao de diferentes doencas de origem
auto-imunes.

Novas proteinas reconhecedoras de antigenos foram descobertas, sendo as
Proteinas Receptoras com Dominios de Ligacdo a Nucleotideos e Oligomerizacéo
(NOD) (NLR) as mais estudadas. (Mathews, Sprakes et al., 2008).

Os receptores NLR estdo presentes no citosol das células do sistema imune
inato, fazendo parte de um sistema de detec¢cdo de moléculas nocivas ou de origem
microbiana presentes no meio intracelular (Mathews, Sprakes et al., 2008).

Os receptores intracelulares NOD1 e NOD2 sdo os representantes mais
conhecidos do grupo NOD. Essas proteinas sdo sensibilizadas por moléculas
bacterianas liberadas durante a producao e degradacéo da peptidoglicanos. A NOD1
reconhece o Dipeptideo y-D-meso-glutamil-acido Diaminopimélico (iE-DAP)
(Chamaillard, Hashimoto et al., 2003; Girardin, Boneca, Carneiro et al., 2003),
produzido pela maioria das bactérias gram-negativas e especificos gram-positivos
(Hasegawa, Yang et al., 2006). Em contrapartida, a NOD2 € ativada pelo Dipeptideo
Muramil (MDP), um componente presente, virtualmente, em todos os tipos de
peptidoglicano (Girardin, Boneca, Viala et al., 2003; Inohara, Ogura et al., 2003).

Diversos estudos tém identificado uma expressao diferenciada de proteinas
reconhecedoras de patdégenos em lesfes cutaneas e orais de liquen plano, como um
aumento da expressao de TLR1, TLR2 (Salem, Abu-Zeid et al.,, 2012) e TLR4
(Janardhanam, Prakasam et al., 2012), e a reducao das expressao da TLR7, TLRS,

TLR9 (Ohno, Tateishi et al., 2011).
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A importancia dos Receptores Reconhecedores de Patdgenos foi ressaltada
com o descobrimento da associacdo de doencas humanas inflamatérias com
alteracdes genéticas nos genes decodificadores dessas proteinas (Kanneganti,
Lamkanfi et al., 2007). No caso da NOD1, o seu polimorfismo € associado ao

desenvolvimento de eczema atdpico, asma e ao aumento das concentracdes séricas

de Imunoglobulina E (IgE) (Hysi, Kabesch et al., 2005).



59

4.4 Material e Métodos

O estudo é classificado como retrospectivo com grupo controle.

Foram selecionados 30 blocos de parafinas de biopsias de pacientes
apresentando LPO na mucosa jugal (de acordo com os critérios clinicos e
histopatolégicos de VAN DER MEIJ e VAN DER WALL, 2003) para compor 0 grupo
teste e 8 blocos de parafina de mucosa jugal higida para compor o grupo controle,
removidos de pacientes saudaveis durante exodontia de terceiros molares inferiores
impactados sem sinais de pericoronarite, ambos pertencentes ao arquivo do Centro
de Diagnéstico das Doencas da Boca da Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil.

Todos os blocos selecionados foram revisados por um patologista experiente
a fim de confirmar o diagnéstico histopatolégico de LPO ou de mucosa oral normal.

Foram excluidos do estudo os blocos de parafina provenientes de pacientes
portadores de doenca autoimunes sistémicas e que nao assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Os prontuarios de atendimento clinicos desses pacientes foram revisados
para a coleta de informacfes sobre a cor da pele, idade, caracteristicas clinicas das
lesbes, seus sitios de acometimento, tempo de evolucao das lesdes relatado pelos
pacientes, sintomatologia e tipos de tratamentos realizados.

A expressdo da proteina NOD1 foi obtida através da técnica de
imunoistoquimica pelo método da estreptavidina-biotina, utilizando o anticorpo anti-
NOD1 (Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas, EUA) diluido em BSA 1% (Sigma
Aldrich Co., Missouri, St. Louis, EUA), na concentragcdo de 1:600, com exposi¢&o
antigénica em banho-maria por 25 minutos em acido citrico e incubac¢ao overnight de
18 horas. A marcacao foi feita com anticorpos secundarios e terciarios (Kit LSAB -

Dako Corporation, California, Carpinteria, EUA), sendo a sua evidenciagao feita com
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DAB (Sigma Chemical CO., Missouri, St. Louis, USA) e a contracoloracao obtida com
Hematoxilina de Mayer.

Os cortes histopatologicos foram avaliados por um unico pesquisador, onde
com o auxilio de um reticulo (quadriculado, 10x10 campos) e um microscopio optico
(Nikon Optishop, na magnitude de 40x) foi identificada a regido mais marcada da
lamina (hot-spot) e contados o nimero e tipo de células marcadas positivamente em
quatro areas contiguas do infiltrado inflamatério subepitelial, e outras quatro areas
imediatamente abaixo das primeiras, em ambos os grupos (Figura 1).

Os dados obtidos foram tabulados no programa Stata 12.0 (StataCorp, 2011,
EUA) e as comparacfes entre 0s grupos e analise de variaveis categoricas foram
feitas através do teste Exato de Fisher e de Mann-Whitney, e as comparacdes entre
variaveis ordinais através da Correlacdo de Spearman. Para todos os testes foi
considerado o nivel de significancia de 5%.

O obijetivo principal deste estudo foi de identificar diferencas entre a marcacao
da proteina NOD1 em lesdes orais de liquen plano oral (Grupo Teste) quando
comparadas a mucosa jugal saudavel (Grupo Controle). Secundariamente, foi
analisada a marcacao do anticorpo no infiltrado inflamatério em banda de lesbes de
LPO e no tecido imediatamente abaixo do infiltrado; também foi verificada a existéncia
de diferenca na marcacao da proteina entre as diferentes apresentacdes clinicas das
lesbes de LPO e também analisada a correlacdo entre a marcacao da proteina e o

tempo de evolucéo da doenca.
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4 .5 Resultados

A amostra do grupo teste foi constituida por 10 homens e 20 mulheres,
enquanto o grupo controle apresentou 4 homens e 4 mulheres.

A marcacao da proteina NODL1 foi positiva em 22 casos do grupo teste (73,3%)
e em apenas 1 caso do grupo controle (12.5%) (P<0.005). A marcacédo em todos os
casos foi localizada no citoplasma celular de plasmécitos nos quadrantes superiores
e inferiores (Figura 2).

Houve um predominio da marcag¢do no infiltrado inflamatério subepitelial
(quadrantes superiores), com meédia e mediana de 17,7 e 3 células marcadas por
lamina, respectivamente, contra 9,8 e 1,5 dos quadrantes inferiores, entretanto sem
diferenca estatistica (P=0,633).

O cruzamento dos dados clinicos com a média de células marcadas por laminas
no infiltrado inflamatério justaepitelial revelou que a marcacao para NOD1 é menor em
pacientes portadores de lesdes do tipo reticular (P<0,05) e maior nos que
apresentavam dor (P<0,05). Nos quadrantes inferiores, a marcacdo da NOD1 também
foi menor em pacientes portadores de lesdes de LPO tipo reticular (P<0,01). N&o
houve diferenca estatistica na marcacao da NOD1 entre os sexos, presenca de lesbes
tipo placa, presenca de Ulceras, presenca de erosdes ou com relacdo ao tipo de
tratamento realizado (Tabela 1).

A comparacdo da contagem de células marcadas no infiltrado inflamatério
subepitelial e no tecido conjuntivo adjacente ao infiltrado demonstrou que o grupo
teste apresentou marcagcao maior do que o grupo controle em todas as avaliagdes
(Tabela 2).

O tempo de evolucdo médio entre o inicio da doenca, relatado pelos

pacientes, e 0 momento da bidpsia foi de 28,9 meses, variando de 2 a 204 meses.



Foi encontrada relacao positiva entre o tempo de evolucdo da doenca e uma maior

contagem de células marcadas pela NOD1 (Tabela 3).
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4.6 Discusséao

Embora os linfécitos T sejam os tipos celulares predominantes no infiltrado
inflamatorio das lesdes de LPO, a presenca de plasmdécitos nas mesmas é bastante
comum, enguanto esse achado é raro nas leses de pele da mesma doenca (Navas-
Alfaro, Da Fonseca et al., 2003). Em nosso estudo, a presenca de plasmaocitos com
marcacao positiva para a proteina NOD1 ocorreu em 73,3% dos casos no grupo teste.

Conhecidamente, os plasmacitos sdo mais frequentes em biopsias da mucosa
oral, principalmente em bidpsias originarias da mucosa jugal e dos labios. Acredita-se
gue este fato se deva a grande presenca de glandulas salivares acessorias nessas
regides, que apresentam tecido linféide associado aos ductos, onde se encontram
células B que seriam as provaveis precursoras dos plasmadcitos em inflamacdes
destas regidoes (Navas-Alfaro, Da Fonseca et al., 2003). Em nossa pesquisa, todas as
biépsias foram provenientes da mucosa jugal, tanto do grupo controle como do grupo
teste, o que explicaria a grande presenca de plasmadcitos nas laminas estudadas.

Sugere-se que a maior contagem de plasmdcitos marcados pela NOD1 em
lesGes com maior tempo de evolucdo encontrada em nosso estudo, possa ser devido
a longa presenca do processo inflamatério associado as lesdes orais de liquen plano.
Na teoria etiopatogénica antigeno-especifica do LPO proposta por Roopashere
(2010), existe a participacdo de células apresentadoras de antigeno, através da
apresentacdo de antigenos pelos complexos maiores de histocompatibilidade e
também da estimulacdo da secrecdo de INF-a na destruicdo dos queratindcitos
basais, entretanto, esses mecanismos de acdo também podem apresentar ativacédo

do sistema imune adaptativo.
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A menor contagem de plasmécitos marcados pela NOD1 encontrada nas
lesbes de LPO estriadas, juntamente com a maior marcacao encontrada em lesdes
com relato de dor pelo paciente, sugere uma possivel relacdo entre a maior marcagao
do anticorpo e a apresentacao clinica mais sintomatica ou aguda do liquen plano oral,
aumentando a especulacdo da funcdo da proteina NOD1 e dos plasmécitos no
processo inflamatoério da doenca.

A marcacao dos plasmacitos pela NOD1 nao foi diferente no infiltrado em
banda justaepitelial quando comparado ao infiltrado no tecido conjuntivo abaixo dele,
evidenciando que os plasmadcitos no interior do infiltrado do LPO apresentam
similaridade com os plasmécitos proximos a mesma.

Apesar de frequente, o papel dos plasmadcitos no LPO ainda ndo é conhecido,
havendo convergéncia da literatura de que estas células ndo tenham uma participacao
direta na patogenia das lesbes de LPO (Navas-Alfaro, Da Fonseca et al., 2003).
Entretanto, em revisao de literatura recente, a teoria humoral para o desenvolvimento
do LPO ainda é citada. (Roopashree, Gondhalekar et al., 2010a). Assim sendo,
mesmo que com papel secundéario, poderia ser encontrada uma relacdo dos
plasmacitos localizados proximos as lesées com o desenvolvimento da doenca.

A marcacdo da proteina NOD1 nos plasmécitos condiz com o esperado, pois
sua localizacdo conhecida e apresentada neste estudo é citoplasmética. Entretanto, a
funcdo biolégica da proteina € relacionada com a primeira linha de defesa do
organismo, a imunidade inata, mas em nossos resultados a proteina apresentou
marcacdo em plasmaocitos, células relacionadas diretamente ao sistema imune
adaptativo ou humoral.

Os achados deste estudo podem indicar a possibilidade dos microrganismos

invasores apresentarem alguma relagcdo com o desenvolvimento de uma resposta
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especifica baseada no sistema imune adaptativo, além da ja conhecida origem da
doenca a partir do sistema imune inato.

Um fator a ser considerado, e também uma limitacdo do estudo, é o fato de
nao existirem no mercado anticorpos monoclonais contra a NOD1, que apresentariam
uma marcacdo mais especifica. Em vista disso, nossos resultados devem ser
encarados como preliminares de um estudo inicial e inédito avaliando a relacdo da
proteina NOD1 com o LPO.

Através dos resultados deste estudo pode-se concluir que a presenca de
plasmdcitos, evidenciados pela marcacdo pela proteina NOD1, € diferente entre
pacientes portadores de LPO e pacientes sadios, onde 0s primeiros apresentam maior
namero de células marcadas pelo anticorpo. O maior nimero de plasmaocitos
marcados no LPO também foi relacionado com o maior tempo de evolucdo da doenca
e com lesdes dolorosas. O numero de células marcadas pela NOD1 foi menor nas
lesBes estriadas, e ndo foi identificada diferenca entre a marcacdo do anticorpo no
infiltrado inflamatorio justaepitelial e do tecido conjuntivo adjacente. Resta, ainda, a
necessidade de maior investigacdo quanto a marcacdo e do papel da NOD1 nos

plasmacitos e sobre a funcéo destes na doenca.
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Tabelas

Tabela 1 — Cruzamento das caracteristicas clinicas das lesbes de LPO com a
contagem de células marcadas pela NOD1 nos quadrantes superiores e inferiores.

Quadrantes Superiores
(justaepiteliais)

Quadrantes Inferiores

(tecido conjuntivo adjascente)

Sexo

- Feminino 10.6 (24.3) P=0.516 5.5 (9.6) P=0.665
- Masculino 21.6 (49.3) 9.5 (17.8)

Estria

- Ausente 26.9 (32.0) P=0.046* 21.9 (23.0) P=0.008*
-Presente 15.6 (44.2) 6.4 (13.0)

Placa

- Ausente 7.0 (10.6) P=0.363 3.1 (4.6) P=0.100
- Presente 24.3 (50.0) 13.9 (19.8)

Ulcera

- Ausente 19.0 (43.5) P=0.403 10.9 (17.7) P=0.660
- Presente 12.7 (15.9) 3.7 (5.5)

Eroséo

- Ausente 21.8 (53.0) P=0.380 5.9 (8.7) P=0.341
- Presente 13.3 (14.8) 16.3 (23.4)

Dor

- Ausente 22.5 (56.5) P=0.040* 7.9 (15.4) P=0.166
- Presente 16.0 (14.5) 14.7 (19.5)

Tratamento

- Proservar 23.1(65.4) P=0.260 8.6 (17.2) P=0.905
- Corticoide 12.3 (14.3) 9.1 (17.9)

* Resultado estatisticamente significante através do teste de Mann-Whitney (P<0,05)
Legendas: Valor fora dos parénteses = média do niumero de células marcadas positivamente
nas laminas. (Valor dentro dos parénteses) = desvio padrao.

TABELA 2 — Comparacdo da média de células marcadas nas laminas do grupo
teste e controle..

Quadrantes Quadrantes Soma dos
Superiores Inferiores Quadrantes
Teste  17.7 (40.8) 9.8 (16.7) 27,5 (46.8)
P=0.04* P=0.03* P=0.02*
Controle 17.1 (48.4) 1.4 (3.9) 18.5 (53.3)

* Resultado estatisticamente significante através do teste de Mann-Whitney (P<0,05)
Legendas: Valor fora dos parénteses = média do numero de células marcadas
positivamente nas laminas. (Valor dentro dos parénteses) = desvio padrao.



TABELA 3 — Avaliacao da relacdo entre o tempo de evolugéo
e a contagem de células marcadas pela NOD1

p (Rho) Valor de P
Quadrantes Superiores 0.595 0.005*
Quadrantes Inferiores 0.573 0.008*
Soma dos Quadrantes 0.545 0.013*

* Resultado estatisticamente significante de forga moderada
através da Correlacdo de Spearman (P<0,05)
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Figuras

. < " . s

X o Lt
Figura 1 — Exemplificacdo da contagem das
células marcadas realizada com o auxilio de um
reticulo ocular em microscopio éptico no aumento

de 40x.

Figura 2 — Marcagdo contra a proteina NOD1
localizada no citoplasma de plasmadcitos proximos
ao infiltrado linfocitico em banda das lesdes de
Liquen Plano Oral. (DAB, Hematoxilina, 40x).
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5 Consideracgdes finais

Através dos resultados deste estudo pode-se concluir que a presenca de
plasmacitos, evidenciados pela marcacdo pela proteina NOD1, € diferente entre
pacientes portadores de LPO e pacientes sadios, onde o0s primeiros apresentam maior
namero de células marcadas pelo anticorpo. O maior numero de plasmdécitos
marcados no LPO também foi relacionado com o maior tempo de evolucao da doenca
e com lesdes dolorosas. O numero de células marcadas pela NOD1 foi menor nas
lesGes estriadas, e ndo foi identificada diferenca entre a marcacao do anticorpo no
infiltrado inflamatdrio justaepitelial e do tecido conjuntivo adjacente. Resta, ainda, a
necessidade de maior investigacdo quanto a marcacao e do papel da NOD1 nos

plasmacitos e sobre a funcdo destes na doenca.



Anexos
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Anexo A — Ficha Clinica e Termo de Consentimento Livre Esclarecido do Centro de
Diagnostico das Doengas da Boca - UFPel

CENTRO DE DIAGNOSTICO DAS DOENGAS DA BOCA - CDDB
FACULDADE DE ODONTOLOGIA - UFPel

FICHA DE ATENDIMENTO
NOME COMPLETO? cxuuussisswnssusininisssss s i s s s siimvessonesssissveennomemmersass
= (o Fm—— 35 - LRR—— DATA NASC:: wsmuiassassisssssisn PROFISSAD: icssivsussssivnsuessassanss
b oI 6 T RRAe—
73 T BONES ..iionessinsitsnssiiossis CIDADE: siisssuninssrosssisss
CcC: DATA:
ANAMNESE:

DESCRICAQ DA LESAQ:

Se superficial: subcutanea, submucosa: insergdo, mobilidade, consisténcia, tamanho, coloragdo, presenca
de linfadenopatia, aspecto da superficie, se integra ou ulcerada....

Se intra-0ssea: aspecto radiografico (radiolcido, radiopaco, misto), localizagdo, tamanho, presenca ou néo de
expansao de corticais, integridade das corticais & palpagdo, reabsorcdo/deslocamento dentario....

DIAGNOSTICO CLINICO:

CONDUTA:

PROFESSOR (a): aluno (A):
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] TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CDDB
l Eu, - J——
l fui suficientemente esclarecido(a) sobrer a minha situacéo de satde bucal, bem como sobre o tratamento
‘ proposto. Aceito, de forma livre e esclarecida este tratamento e permito a utilizagdo de dados clinicos e
imagens dele resultantes para fins didatico-cientificos, desde que minha identidade seja preservada. Foi-

me assegurado tambémque posso retirar a permissao para utilizagdo deste material com fins didaticos, a

qualquer tempo e por qualquer motivo por mim determinado, sem nenhum prejuizo ao tratamento a ser
i realizado.

Pelotas, ......... (T LT A€ s

Assinatura do Paciente ou Responsavel
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

OIl4, estamos realizando um trabalho na Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Pelotas intitulado "Avaliacdo da expressao das proteinas NOD 1 e 2 no Liquen
Plano Oral" e gostariamos que participasse da mesma.

O objetivo deste trabalho € de identificar a presenca de substancias de nosso corpo
gue podem ter relacdo na formacgéo das feridas e manchas brancas que pessoas portadoras
da doenca Liquen Plano apresentam.

Participar deste estudo € opcional, independente da sua escolha o seu tratamento
na instituicdo seguira 0 mesmo, sem prejuizos.

Ao participar deste estudo o procedimento de bidpsia a que vocé foi submetido e o
diagndstico que recebeu ndo sera alterado. Sera realizado uma nova analise do fragmento
removido de sua boca para a identificacdo das substancias que estamos pesquisando.Esta
etapa néo altera o resultado do seu exame.

Todas as etapas desta pesquisa sao gratuitas. Nao ha risco de vocé ser prejudicado
participando desta pesquisa. Os beneficios com esta pesquisa dependem dos resultados
obtidos, podendo ser observadas melhoras no entendimento da doencga Liquen Plano a médio
e longo prazo.

E importante informar que sua identidade sera preservada em todas as fases do
trabalho, e, somente fotos da sua boca e os dados da sua ficha seréo utilizados.

Apesar de ndo termos questionarios, vocé tem o direito de deixar de nao responder
gualquer pergunta que achar importante, e levard uma cdépia desta folha com vocé.

Se concordar em participar do trabalho, pedimos que realize aaprovagao por escrito no
espaco abaixo:

Eu, portador do
RG , concordo em participar do trabalho intitulado "Avaliacdo da
expressao das proteinas NOD 1 e 2 no Liquen Plano Oral", realizado na Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas. Declaro ter recebido as devidas explicacdes
sobre o referido trabalho e concordo que minha desisténcia podera ocorrer em qualquer
momento sem que ocorra quaisquer prejuizos fisicos, mentais ou no acompanhamento deste
servico. Declaro ainda estar ciente de que minha participacdo € voluntaria e que fui
devidamente esclarecido(a) quanto aos objetivos e procedimentos deste trabalho.

Certos de poder contar com sua autorizagdo, colocamo-nos a disposicdo para
esclarecimentos. Vocé pode encontrar pesquisadores envolvidos na pesquisa (Profe. Adriana
Etges e Mestrando CD Rafael M. Karsburg) na Faculdade de Odontologia, Rua
Goncgalves Chaves, numero 457, sala 607, Centro, CEP 96015-560 ou pelo
telefones (53) 32256741, ramal 132.

Data: / /
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Anexo C — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA E PESQUISA

PELOTAS, 04 de junho de 2014
PARECER N° 07/2014

O projeto de pesquisa intitulado "Avaliacido da expressdo das proteinas
NOD 1 e 2 no liquen plano oral” est4 constituido de forma adequada, cumprindo, nas
suas plenitudes preceitos éticos estabelecidos por este Comité e pela legislacio vigente,
recebendo, portanto, PARECER APROVADO.

Qaldemarin

Prof. Dr. Renato Fabricio de Andrade
Coordenador do CEP- FOP/UFPel




