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RESUMO

Marques ERMC. Avaliacdo imuno-histoquimica das células dendriticas no
lpus eritematoso oral [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducdo: ldpus eritematoso (LE) é uma doenca inflamatoria cronica,
autoimune. As células dendriticas tém uma participacdo importante na
fisiopatologia do LE. Estdo envolvidas tanto na producédo de citocinas que
medeiam a cascata dos fendmenos inflamatérios quanto no processamento
inapropriado ou apresentacdo anormal de antigenos, causando uma
estimulagdo excessiva de células B autorreativas a antigenos nucleares. O
papel das células dendriticas no LE sistémico e nas lesdes cutaneas do LE é
observado em diversos trabalhos. Porém, ainda pouco se sabe sobre a
participacdo dos diferentes tipos de células dendriticas na resposta imune do
LE oral e como se comportam em lesfes orais expostas e ndo expostas a
radiacao solar. Métodos: a expressao das células dendriticas representadas
pelas proteinas CD1a, CD21, CD123 e Langerina de 60 biopsias de LE oral
incluindo espécimes de mucosa intraoral (drea ndo exposta ao sol) e
semimucosa labial/ vermelhdo (area exposta) foram investigadas,
comparadas e analisadas topograficamente no epitélio e na lamina propria
(area superficial ou juncdo epitélio lamina propria (JELP) e regido
perivascular profunda), por meio da técnica de imuno-histoquimica.
Resultados: dos 60 espécimes de LE oral, 40 foram obtidos da mucosa
intraoral e 20 da semimucosa. A comparagao entre as amostras de LE oral
da mucosa intraoral e o controle (10 espécimes) demonstrou expressao de
CD1la diminuida no epitélio (p = 0,003) e aumentada na regido perivascular
profunda (p = 0,002); Langerina diminuida no epitélio, porém sem diferenca
estatistica (p = 0,944) e aumentada na lamina prépria (p = 0,012), na JELP
(p = 0,006); CD21 presente em apenas 2 amostras de LE oral (epitélio p =



0,012; lamina proépria p < 0,001 na éarea perivascular profunda p = 0,018);
CD123 aumentado em todas as topografias, porém com muito maior
expressdo na lamina propria (epitélio p = 0,005; lamina prépria p < 0,001,
JELP p < 0,001; perivascular profunda p < 0,001). Na comparagao entre
semimucosa e mucosa intraoral, obteve-se maior expressdo de CD123 na
area de exposicao solar (semimucosa) no epitélio (p = 0,024); lamina propria
(p = 0,047) na JELP (p = 0,001); Langerina teve diferenca somente na JELP
na mucosa intraoral (p = 0,043). Nao houve diferencas na imunoexpressao
de CDla e CD21 entre as duas areas. Conclusdes: os achados indicam
que as células dendriticas caracterizadas pela expressao positiva de CD1a,
Langerina e CD123 estdo presentes nas lesdes orais de LE e, ainda, que a
imunoexpressdo dessas proteinas foram coincidentes com as regides do
infiltrado inflamatédrio, sugerindo que elas exercem um importante papel na
resposta imune da doenca. H& diferencas na expressdo de células
dendriticas entre a semimucosa e a mucosa intraoral, com aumento da
expressado das células dendriticas plasmocitoides, marcadas por CD123 nas
areas expostas ao sol. Futuros estudos com um nimero maior de amostras

serao necessarios para corroborar e confirmar esses achados.

Descritores: LUpus eritematoso; Manifestacdes orais; Mucosa bucal; Células

dendriticas; Células de Langerhans; Antigenos CD123.



ABSTRACT

Marques ERMC. Immunohistochemical evaluation of dendritic cells in oral
lupus erythematosus [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2023.

Lupus erythematosus (LE) is a chronic, autoimmune inflammatory disease.
Dendritic cells play an important role in the pathophysiology of LE. They are
involved both in the production of cytokines that mediate the cascade
inflammatory phenomena of LE and in inappropriate processing or abnormal
presentation of antigens, causing excessive stimulation of autoreactive B
cells to nuclear antigens. The role of dendritic cells in systemic lupus
erythematosus and cutaneous lesions of LE is observed in several studies.
However, little is still known about the participation of different dendritic cell
types in the immune response of oral LE and how they behave in oral lesions
exposed and unexposed to solar radiation. Material and Methods: the
expression of dendritic cells represented by the CDla, CD21, CD123 and
Langerin proteins of 60 oral LE biopsies including specimens of intraoral
mucosa (area not exposed to the sun) and lip vermilion/semimucosa
(exposed area) were investigated, compared and analyzed topographically in
the epithelium and lamina propria (superficial area or lamina propria epithelial
junction (JELP) and deep perivascular region) using immunohistochemistry
technique. Results: of the 60 oral LE specimens, 40 were in the intraoral
mucosa and 20 in the semimucosa. Comparison between oral LE samples
from the intraoral mucosa and the control (10 specimens) showed decreased
CD1la expression in the epithelium (p = 0,003) and increased in the deep
perivascular region (p = 0,002); Langerin decreased in epithelium, however
without statistical difference (p = 0,944), and increased in lamina propria (p =
0,012), in JELP (p = 0,006); CD21 expression were present in only 2 oral LE

specimens (epithelium p = 0,012; lamina propria p < 0,001; in deep



perivascular area p = 0,018); CD123 is increased in all topographies
(epithelium p < 0,005; lamina propria p < 0,001; JELP p < 0,001; deep
perivascular p < 0,001), but showing much higher expression in the lamina
propria. In the comparison between semimucosa and intraoral mucosa, we
obtained higher expression of CD123 in the sun exposure area
(semimucosa) in the epithelium (p = 0,024); lamina propria (p = 0,047) in the
JELP (p = 0,001); Langerin had a difference only in the JELP in the intraoral
mucosa (p = 0,043). There were no diferences in CDla and CD21
immunolabeling between the two areas. Conclusions: the finding indicate
that dendritic cells characterized by positive expression of CD1a, Langerin
and CD123 are present in the oral lesions of LE, moreover, the
immunoexpressions of these proteins were coincident with the inflammatory
infiltrate sites, suggesting that they play an important role in the immune
response of the disease. There are differences in dendritic cell expression
between the semimucosa and intraoral mucosa, with increased
immunolabeling of plasmocytoid dendritic cells, marked by CD123 in sun
exposed areas. Further studies with a larger number of oral LE samples are

needed to corroborate and confirm these findings.

Descriptors: Lupus erythematosus; Oral manifestations; Mouth mucosa;

Dendritic cells; Langerhans cells; Antigens CD123.
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O ldpus eritematoso (LE) € uma doenca inflamatoria cronica,
autoimune, de etiologia multifatorial e caracterizada por um largo espectro de
manifestacbes de variavel evolucdo (Moura Filho et al., 2014; Achtman e
Werth, 2015; Chacén-Dulcey et al., 2020; Zhou et al., 2021).

O LE é mais frequente no sexo feminino entre a segunda e a terceira
década de vida. No entanto, pode ocorrer em qualquer idade e em ambos os
sexos (Chiewchengchol et al., 2015; Achtman e Werth, 2015; La Paglia et
al., 2017; Rees et al., 2017; Blake e Daniel, 2019; Garelli et al., 2020; Zhou
et al., 2021). A etnia também é um fator de risco importante em algumas
populacdes, sendo maior em afro-caribenhos, havaianos e polinésios,
guando comparados com outros grupos (Jarrett e Werht, 2019).

As manifestacdes clinicas do LE s&o variadas, podendo ter acometimento
multissistémico (LE sistémico, LES) ou localizar-se apenas na pele (LE cutaneo,
LEC), sendo considerado por muitos autores uma doenca espectral (Achtman e
Werth, 2015; La Paglia et al.,2017; Chacon-Dulcey et al., 2020).

O acometimento cutaneo é muito frequente e pode estar presente em
qualquer estagio da doenca, podendo se apresentar como a primeira
manifestacdo da doenca em até 28% dos casos e acometer quase 85% dos
pacientes com LES (Sontheimer e Provost,1997; Kuhn e Landman, 2014,

Ghosh et al., 2020).
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As lesbes cutaneas do LE séo classificadas em especificas e néo
especificas (Gillian e Sontheimer,1981), sendo as primeiras subdivididas em
trés principais formas, denominadas agudas, subagudas e crbnicas, de
acordo com suas caracteristicas clinicas e histologicas vistas apenas no LE
(Sontheimer, 2004; Moura Filho et al.,, 2014; Jatwani e Holmes, 2021;
McDaniel et al., 2021). Essa classificacdo € utilizada universalmente.
Embora ainda ndo haja consenso, foi proposta a introducdo de uma quarta
categoria: a forma Intermitente (Kuhn e Landman, 2014; Kuhn et al., 2017).

As lesbes nao especificas podem ser vistas em doentes de LE, assim
como em outras doencas. S&o consideradas lesbées ndo especificas:
vasculite, fenbmeno de Raynaud, telangiectasias periungueais, livedo
racemoso, alopecia néo cicatricial e a calcinose cutanea, entre outras.Em
geral, acompanham a forma sistémica ou representam reativacédo da doenca
(Sontheimer, 2004; Ghosh et al., 2020; Chanprapaph et al., 2021).

Ja as formas especificas podem estar presentes tanto no LEC como
no LES. Nesse caso, recebe a denominacdo de LE sistémico com lesao
cutanea do tipo cronica, subaguda ou aguda (Jiménez et al., 2005; Jatwani e
Holmes, 2021).

Qualguer uma das manifestacdes especificas de LE pode apresentar
lesGes mucosas, havendo descri¢cdes de lesbes na mucosa oral, conjuntival,
nasal, vaginal e até mesmo a perianal (Burge et al.,1989; Nico et al., 2014;
Romiti et al., 2014; Del Alcazar-Viladomiu et al., 2018; Dammacco, 2018).
Porém, a prevaléncia do envolvimento mucoso é incerta por ser, em geral,

subestimada (Burge et al., 1989).
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Na literatura, a frequéncia do acometimento da mucosa oral é
variavel. Nas varias séries de casos, foram encontradas de 5% a 54% de
manifestacbes orais no LES e de 3 a 25% no LEC (Burge et al.,1989;
Lourenco et al., 2006 e 2007; Lépez-Labady et al., 2007; Mays et al., 2012;
Khatibi et al., 2012; Del-Barrio Diaz et al., 2020). Acredita-se que a variacao
se deva ao fato de a maioria das lesdes mucosas orais serem
assintomaticas e nao avaliadas nos exames médicos de rotina (Orteu et al.,
2001; Mays et al., 2012).

As manifestacfes orais apresentam-se de diversas formas e sua
descricdo varia na literatura. Com o intuito de uniformizar as diversas
denominacdes existentes, Nico et al. (2008), correlacionaram as lesdes orais
do LE com as lesdes cutaneas, classificando-as em crénicas, subagudas e
agudas, concluindo que as apresentacfes orais representam o analogo
mucoso do LE cutaneo (Nico et al., 2008).

A manifestacdo mais comum da forma oral crénica do LE é a leséo
discoide, caracterizada por lesdo eritematosa bem delimitada, arredondada
ou irregular, de superficie atréfica ou ulcerada com estrias radiadas brancas
e telangiectasias, localizadas mais comumente na mucosa jugal. A forma
oral subaguda do LE apresenta-se como placa eritematosa bem delimitada,
levemente deprimida. E forma bastante rara, pois o LE subagudo
caracteriza-se pela fotossensibilidade, sendo incomum lesdes intraorais. Ja
a forma oral aguda compreende diversas apresentacdes clinicas, como
maculas eritematosas ou erittmato purpudricas no palato e erosbes ou

ulceracdes na mucosa (Nico et al., 2008).
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A causa do LE permanece ainda pouco esclarecida e sua
etiopatogenia € considerada um evento multifatorial, resultante de uma
complexa interacdo entre fatores genéticos, hormonais, ambientais,
autoanticorpos e componentes celulares da pele e do sistema imune. Em um
individuo geneticamente predisposto, determinados gatilhos como infec¢des,
horménios, radiacbes ultravioletas e exposicbes as drogas podem iniciar
processos inflamatérios que, concomitante a formacdo de autoantigenos,
influenciam o sistema imune, levando a numerosas anormalidades
imunorreguladoras (Duarte, 2012; Kirchhof e Dutz, 2014).

A patogénese das lesdes cutaneas especificas do LE, desde a
sequéncia dos eventos que iniciam a resposta imune até o seu
desenvolvimento, permanece nao totalmente compreendida. Acredita-se que 0s
mecanismos que levam ao LE resultem de um desequilibrio entre as respostas
humoral e celular e, nesse cenario, as células dendriticas desempenham papel
fundamental (Kirchhof e Dutz, 2014; Jarrett e Werht, 2019; Zhou et al., 2021).

As células dendriticas sdo um grupo heterogéneo de células (Seitz e
Matsushima, 2010; Seré et al., 2012; Ganguly et al., 2013) que existem em
pequeno numero na pele e também nos tecidos linfoides (Fransen et al.,
2010; Kashem et al., 2017; Waisman et al., 2017). As células dendriticas
(DC) estdo envolvidas em diversas etapas da patogénese do LE, desde a
producdo de citocinas que medeiam a cascata dos fendbmenos inflamatoérios
até o processamento inapropriado ou apresentacdo anormal de antigenos,
que culminam na producdo de autoanticorpos (Seitz e Matsushima, 2010;

Kirchhof e Dutz, 2014; Jarrett e Werht, 2019).
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Ha uma grande diversidade de subtipos de DCs, com diferencas
funcionais consideraveis (Fransen et al.,, 2010; Kashem et al.,, 2017,
Waisman et al., 2017). Embora apresentem funcbes em comum como a
capacidade de capturar, processar e apresentar antigenos, diferem em
localizacéo, caminhos de migracéo, funcdo imunolégica, e dependéncia de
estimulos variados, infecciosos e inflamatérios para sua geracédo (Shortman
e Naik, 2007).

Mais recentemente, estudos de expressdo genética possibilitaram
maior conhecimento sobre as origens das DCs (Kashem et al., 2017). Assim,
sabe-se que as células dendriticas plasmocitoides (pDC) e as células
dendriticas convencionais (cDC), também denominadas mieloides (Collin e
Bigley, 2018), originam-se a partir de um precursor proprio do sistema
hematopoiético (Schraml e Reis e Sousa, 2015).

As pDC sao encontradas no sangue e nos tecidos linfoides e na pele
em algumas condicfes inflamatdrias (Zhou et al., 2021). As cDC podem ser
encontradas na pele, mucosas e tecidos linfoides (Kaewraemruaen et al.,
2020).

As células de Langerhans sdo DCs Unicas e especializadas que tém
origem embrionaria a partir de progenitores do saco vitelinico e de mondcitos
de figado fetal e, em condicbes normais, residem na epiderme/epitélio
(Kaewraemruaen et al., 2020).

H& uma categoria separada de células dendriticas: sdo as chamadas
células dendriticas foliculares (fDC) (Seitz e Matsushima, 2010) que,

diferentemente das anteriores, sdao derivadas de células tronco
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mesenquimais, desenvolvendo-se a partir de células perivasculares (Aguzzi
et al.,, 2014). Recebem esse nome porque estdo presentes nos centros
germinativos dos foliculos linfoides (Seitz e Matsushima, 2010). As fDC sé&o
encontradas nos linfonodos, no baco e nos tecidos linfoides associados a
mucosas (Seitz e Matsushima, 2010).

As células dendriticas também podem ser identificadas por
marcadores proteicos. Assim, as células convencionais sao reconhecidas
pela imunomarcacao d CD1la (Silva et al., 2020); as células de Langerhans
sao identificadas pelos marcadores proteicos CDla (Nasiri et al., 2018) e
Langerina (Romani et al., 2010). J& as DC plasmocitoides expressam a
proteina CD123 (Chen et al., 2019b) e as células dendriticas foliculares
podem ser identificadas pelo marcador proteico CD21 (Balanescu et al.,
2010; Das et al., 2017).

No LE, as células dendriticas exercem um papel importante,
participando de diversas fases do desenvolvimento da doenca. As pDCs (CD
123) estdo envolvidas com a producdo de IFN tipo | (Seitz e Matsushima,
2010; Li et al., 2018; Jarrett e Werht, 2019; Kaewraemruaen et al., 2020),
cuja liberagcdo leva a piora da inflamacdo, ativacdo de células
hematopoiéticas e diferenciacdo de células B autorreativas (Das et al.,
2017).

As células dendriticas foliculares (fDC, DC21) estéo relacionadas com
a sobrevivéncia das células B autorreativas, propiciando a formacdo de
autoantigenos (Seitz e Matsushima, 2010; Zhou et al., 2021). Ja as células

dendriticas convencionais participam do desbalanco entre as células T
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reguladoras (Treg) e Th1l7 envolvidas na patogénese do LE (Oukka, 2008;
Chan et al., 2012; Kaewraemruaen et al., 2020). E as células de Langerhans
tém um importante papel na apoptose dos queratindcitos e na apresentacao
de autoantigenos as células T, contribuindo para a formacéo da patogénese
do LE (Garelli et al., 2020).

Na literatura, sdo poucos os trabalhos sobre o papel das células
dendriticas no LES e nas lesdes cutaneas de LE (Farkas et al., 2001; Abreu-
Velez et al., 2009; Tomasini et al., 2010; Balanescu et al., 2010; Xie et al.,
2011; Liau et al., 2013; Walsh et al., 2015; Brown et al., 2014; Kolivras et al.,
2016; Chen et al.,, 2019b; Li et al.,, 2018; Nasiri et al., 2018). E sua
participacdo na fisiopatologia da doenca continua ainda néo totalmente
esclarecida. Até o momento, S80 escassas as pesquisas sobre a
participacdo das células dendriticas nas lesGes orais do LE e, em nenhum
dos estudos, os autores avaliaram topograficamente as diversas células
dendriticas, o que nos motivou a realizar este trabalho. Além disso, a
radiacdo solar, principal gatilho da apoptose na doenca, interfere na forma e
funcdo das células dendriticas no LE. Na presente pesquisa, buscou-se
ainda analisar possiveis diferencas entre a imunoexpresséo dessas células

nas lesGes mucosas orais expostas e ndo expostas ao sol.
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1) Analisar a casuistica clinica das manifestacfes orais do lupus
eritematoso em pacientes do ambulatério do Departamento de Dermatologia
do HC-FMUSP (Ambulatério de Estomatologia e Colagenoses).

2) Avaliar os aspectos histopatolégicos do lupus eritematoso da
mucosa oral.

3) Avaliar os aspectos de imunofluorescéncia direta do IUpus
eritematoso oral.

4) ldentificar topograficamente a presenca de células dendriticas por
meio da analise da expressao proteica das moléculas CD1la, CD21, CD 123
e Langerina, no epitélio e na lamina propria (areas superficiais ou de juncdo
epitélio lamina prépria (JELP) e regido perivascular profunda).

5) Comparar o perfil de expressao das proteinas (CDla, CD21,
CD123 e Langerina) das células dendriticas, das lesbes mucosas intraorais

(fotoprotegidas) com o das les6es da semimucosa labial (expostas ao sol).
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3.1 Manifestacdes Cutaneas do Lupus Eritematoso

O acometimento cutaneo no lUpus eritematoso é muito frequente.
Quando afetada, a pele pode ser o Unico érgdo envolvido (LE cutaneo, LEC)
ou fazer parte de um comprometimento multissistémico (LE sistémico, LES).
(Sontheimer e Provost, 1997; Achtman e Werth, 2015; La Paglia et al.,2017;
Koch e Tikly, 2019; Ghosh et al., 2020; Chanprapaph et al., 2021). Em alguns
casos, as lesBes cutdneas podem resultar em cicatrizes desfigurantes,
levando a uma perda significativa da qualidade de vida (Zhou et al., 2020).

O LE cutaneo tem uma vasta gama de apresentacdes e, devido a essa
diversidade, Gillian fez uma classificacdo comumente utilizada até hoje. O autor
dividiu as lesBes tegumentares em especificas e ndo especificas, sendo as
primeiras subdivididas em trés principais formas, denominadas agudas,
subagudas e cronicas, de acordo com suas caracteristicas clinicas e histologicas,
vistas apenas no LE (Gillian e Sontheimer, 1981; Sontheimer, 2004; Moura Filho
et al., 2014; Concha et al., 2019; Chen et al., 2019a; McDaniel et al., 2021).

No entanto, Kuhn e Landman (2014), propuseram a introducao de
uma quarta categoria: a forma Intermitente, reafirmada em 2017 no Férum
da Academia Europeia de Dermatologia em cooperacdo com a EADV (do
inglés European Academy of Dermatology and Venereology) e utilizada em

alguns estudos (Kuhn et al.,2017).
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As lesbes nao especificas podem ser vistas em doentes de LE, assim
como em outras doencas. S&8o consideradas lesées nédo especificas:
vasculite, fenbmeno de Raynaud, telangiectasias periungueais, livedo
racemoso, alopecia néo cicatricial e a calcinose cutanea, entre outras.

As manifestacdes nado especificas podem acompanhar a forma
sistémica ou representar reativacdo da doenca (Sontheimer, 2004;
Obermoser et al., 2010; Ghosh et al., 2020; Chanprapaph et al., 2021).

Qualquer uma das formas especificas pode estar presente tanto no LE
exclusivamente cutaneo (LEC), quanto na forma sistémica (LES), que, nesse
caso, recebe a denominacdo de LE sistémico com lesédo cutanea do tipo

aguda, subaguda ou crbnica (Jiménez et al., 2005; Kuhn e Landman, 2014).

3.1.1 Lupus eritematoso cutaneo agudo (LECA)

As lesbes cutaneas agudas estdo fortemente associadas a forma
sisttmica do LE, podendo preceder as manifestacbes multissistémicas por
semanas ou meses. Caracterizam-se por eritema (rush), que pode ser localizado
(eritema malar ou em asa de borboleta ou mariposa) ou generalizado
(Sontheimer, 2004; Kuhn et al., 2005, Obermoser et al., 2010; Blake e Daniel,
2019; Garelli et al., 2020; Chanprapaph et al., 2021), predominantemente em
areas fotoexpostas, podendo ser acompanhado de edema ou descamacado e
desaparecer sem deixar cicatrizes ou despigmentacdes (Obermoser et al., 2010;
Blake e Daniel, 2019; Garelli et al., 2020; Chanprapaph et al., 2021). Em geral, as
manifestacbes cutaneas agudas vém acompanhadas de sintomatologia

sisttmica como febre, mal-estar geral e artralgias. Frequentemente estédo
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associadas a les@es inespecificas, principalmente alopecia difusa, telangiectasias
periungueais, alteracdes cuticulares (Obermoser et al., 2010).

Uma apresentacao rara, porém, grave de LE cutaneo agudo é o LE
bolhoso, que pode simular eritema polimorfo bolhoso ou necrolise
epidérmica toxica, pénfigo vulgar e queilite induzida por drogas (Duarte,
2012; Blake e Daniel, 2019).

O LE bolhoso é caracterizado por bolhas tensas e agrupadas que
aparecem na pele normal ou eritematosa de pacientes com LE ativo. Segundo
Nico et al. (2014), as lesdes bolhosas do LE podem ser consideradas como
uma variacdo hiperaguda de uma lesédo LE especifica. Pacientes com LECA
frequentemente apresentam comprometimento sistémico, com sorologia

positiva na maioria dos casos (Blake e Daniel, 2019).

3.1.2 Lupus eritematoso cutaneo subagudo (LECSA)

O lupus eritematoso cutaneo subagudo, caracteriza-se clinicamente
por fotossensibilidade e por lesGes papulo-escamosas (psoriasiforme) e/ou
anulares (anulares policiclicas), recorrentes e simétricas, localizadas em
areas fotoexpostas (Sontheimer, 2004; Blake e Daniel, 2019; Jatwani e
Holmes, 2021; Chanprapaph et al.,, 2021). Comumente acometem face,
pescoco, parte superior do tronco e os bracos (Jatwani e Holmes, 2021;
Chanprapaph et al., 2021), podendo poupar as articulagdes interfalangeanas
e 0 couro cabeludo (Sontheimer, 2004). Em alguns casos, pacientes com
LECSA podem desenvolver lesdes vesico-bolhosas, localizadas na periferia

das lesdes anulares (Obermoser et al., 2010, Blake e Daniel, 2019).
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Em geral, as lesGes cutaneas evoluem sem deixar cicatrizes atroficas,
mas podem levar a hipopigmentacdo pos-inflamatéria que em geral é
transitoria (Obermoser et al., 2010; Jatwani e Holmes, 2021). Apesar de
morfologicamente diferentes, as duas apresentacdes clinicas nao tém
implicacdes progndsticas e podem coexistir no mesmo doente. Além disso,
em até 20% dos casos, as lesbes do LECSA podem ocorrer em conjunto
com LE discoide ou LECA (Sontheimer, 2004).

As manifestacbes cutaneas nao especificas podem também estar
presentes no LECSA, principalmente o Fendmeno de Raynaud e a vasculite
leucocitoclastica (Obermoser et al., 2010). ManifestacBes extracutaneas
como as do sistema musculoesquelético, tais como artralgias e artrites,
assim como febre e indisposicdo, sdo frequentemente observadas,
principalmente no inicio da doenca ou apds exposicao solar (Blake e Daniel,
2019; Jatwani e Holmes, 2021).

O LECSA pode estar associado ao comprometimento interno em 50%
dos casos. No entanto, o envolvimento do sistema renal e do sistema nervoso
central é raro, ocorrendo em somente até 10% dos casos (Sontheimer, 2004;
Obermoser et al., 2010; Blake e Daniel, 2019; Jatwani e Holmes, 2021).

Algumas drogas podem induzir a formacdo do LECSA (Maz e
Kahlenberg, 2020) A maioria delas é capaz de causar lesfes similares ao
LECSA idiopatico, com distribuicdo em éareas de fotoexposi¢cdo. No entanto,
tendem a ser em menor nimero e aparentemente afetam mais as pernas
(Blake e Daniel, 2019). Outra diferenca é que o LECSA induzido por drogas

pode afetar ambos 0s sexos com inicio mais tardio (Jatwani e Holmes, 2021).
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O primeiro caso descrito seguiu-se ao tratamento com
hidroclorotiazida. Mas outras drogas como inibidores da Enzima Conversora
da Angiotensina, anticonvulsivantes, bloqueadores de canal de célcio,
terbinafina, inibidores de bomba de préton, anti-inflamatorios ndo hormonais,
estatinas e imunomoduladores como o anti Fator de Necrose Tumoral alfa
(anti-TNF-a) ja foram descritos (Obermoser et al.,, 2010; Blake e Daniel,
2019; Garelli et al., 2020; Jatwani e Holmes, 2021).

O LECSA esta associado aos antigenos de histocompatibilidade HLA
B8 e HLA-DR3, DQ2, DRw52 e também a deficiéncia congénita da fracdo C2
e C4 do complemento (Specker e Schneider, 2005, Obermoser et al., 2010,
Jatwani e Holmes, 2021).

Pode também evoluir com FAN positivo e esta relacionado com a
producdo de autoanticorpos Ro/SS-A e La/SS-B (Lee et al., 1994; Sontheimer,
2004; Obermoser et al., 2010; Blake e Daniel, 2019; Maz e Kahlenberg, 2020;
Jatwani e Holmes, 2021). Os filhos de mées portadoras destes autoanticorpos
podem desenvolver lesbes similares a forma clinica do LECSA, com
distribuicdo em &reas fotoexpostas, principalmente na regido periorbitaria da
face, caracterizando o LE neonatal (Lee, 2005; Blake e Daniel, 2019).

Outras doencas autoimunes como a sindrome de Sjogrén, a artrite
reumatoide e a tireoidite de Hashimoto, podem estar associadas ao LECSA
(Sontheimer, 2004; Specker e Schneider, 2005, Blake e Daniel, 2019).

Sao também descritos casos de LECSA paraneoplasico, onde ha
associacdo do LE com tumor de mama, pulmdes ou Linfoma de Hodgkins, sendo
necessaria a pesquisa nos casos de dificil resposta a terapia convencional

(Obermoser et al., 2010; Kuhn et al., 2017; Jatwani e Holmes, 2021).
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3.1.3 Lupus eritematoso cutaneo cronico (LECC)

A principal e mais comum forma de apresentacdo do LECC é a leséo
discoide (LE discoide - LED) que representa 80% dos LE cutaneos (Lin et
al., 2007; Kuhn e Landman, 2014; Jarrett e Werht, 2019; McDaniel et al.,
2021).

As lesbes ativas sdo caracterizadas por papulas ou placas infiltradas,
eritematosas, arredondadas ou elipticas, com escamas aderentes e rolhas
corneas, que evoluem para cicatrizes atréficas e despigmentacao
(hipopigmentacao central e hiperpigmentacéao periférica) (Jiménez et al., 2005;
Lin et al., 2007; Blake e Daniel, 2019; Chanprapaph et al., 2021). No couro
cabeludo, frequentemente evoluem com destruicdo dos foliculos pilosos,
levando a alopecia cicatricial (Chen et al., 2019a; McDaniel et al., 2021).

O LED pode se apresentar de forma localizada, acometendo
principalmente a face, couro cabeludo e o pavilhdo auricular. Menos
frequentemente, atinge areas abaixo do segmento cefalico sendo, nesse
caso, considerado disseminado (Lin et al., 2007; Blake e Daniel, 2019; Maz e
Kahlenberg, 2020; McDaniel et al., 2021). Essas diferencas de apresentacao
tém importancia progndstica, pois embora o LECC tenha apenas de 5% a
10% de chance de sistematizacdo, o LE em sua forma generalizada passa a
ter 20% (Chong et al., 2012; McDaniel et al., 2021). Embora as lesdes
acometam principalmente areas fotoexpostas, podem ocorrer em areas
fotoprotegidas como palmas, plantas e mucosas (Duarte, 2012; McDaniel et
al., 2021) e outras ainda mais incomuns, como as unhas (Obermoser et al.,

2010).
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Doentes com lesbBes discoides, mesmo sem manifestacfes
sistémicas, podem cursar com artralgias, mal-estar, mas raramente
apresentam febre e cerca de um terco dos doentes apresenta FAN positivo
(Concha et al., 2019).

Embora néo haja ainda autoanticorpos especificos para diferenciar os
subtipos do LEC, nos pacientes de LED pode ser encontrado o anticorpo
antianexin 1, sugerindo ser este um potencial marcador diagnéstico para
essa forma (McDaniel et al., 2021). No entanto, até o momento, critérios
clinicos ainda norteiam seu diagnéstico (Elman et al., 2020). Um outro dado
importante do LED é o possivel desenvolvimento de carcinoma de células
escamosas em lesdes de longa duracdo ou lesdes cicatriciais (Blake e
Daniel, 2019; McDaniel et al., 2021).

Uma variante incomum do LED é o LE hipertréfico ou verrucoso que se
caracteriza pelo aspecto intensamente queratésico, acometendo as superficies
extensoras dos bracos, em geral associado as lesbes discoides classicas
(Obermoser et al., 2010; Blake e Daniel, 2019; Chanprapaph et al., 2021).

O LED liquenoide se apresenta como papulas violaceas ou pequenas
placas com escamas aderentes, localizadas nas extremidades que evoluem,
deixando lesbes atréficas acastanhadas com hiperpigmentacéo periférica
(Chanprapaph et al., 2021).

Outras manifesta¢des cutaneas do LECC incluem o lUpus profundo e
a paniculite lupica. Ambas sao raras, ocorrendo em apenas 3% dos casos
(Obermoser et al., 2010; Chanprapaph et al., 2021). Tanto o lUpus profundo

quanto a paniculite caracterizam-se pela formacéo de nédulos eritematosos,
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assintomaticos ou dolorosos, que podem ulcerar, sofrer calcificacdo ou
infeccdo secundaria. Em ambos ha o acometimento do tecido subcutaneo,
gue pode estar acompanhado de lesbes discoides na pele subjacente (lupus
profundo) ou ndo (paniculite lupica) (Blake e Daniel, 2019). As lesdes
ocorrem na face, bracos, tronco, nadegas e mamas e regridem, deixando
areas cicatriciais deprimidas e inestéticas. Cursam em geral com FAN
negativo, mas podem ter associacdo com LES, principalmente a paniculite
lGpica (Kuhn e Landman, 2014).

Uma outra variante incomum do LECC ¢é a perniose lapica ou chilblain
lUpus que recebe esse home por apresentar lesées semelhantes ao eritema
pérnio. Caracteriza-se por lesbes edematosas, eritematosas ou purpuricas,
pruriginosas ou dolorosas, localizadas nas extremidades, com inicio ou piora
no frio (Blake e Daniel, 2019) e que podem estar associadas as lesdes
discoides (Kuhn e Landman, 2014). A presenca dessas lesdes marca uma
maior possibilidade de evolucao para doenca sistémica (Chen et al., 2019a).

O lupus comedbnico é uma rara variante do LECC, que se apresenta
como lesdo comedao-like, simulando acne, principalmente na face (Vieira et al.,
2018).

O Ildpus tumido, mais uma variante incomum do LECC, é
caracterizado por placa eritematoviolacea, edematosa (urticada), sem
descamacdao, que regride sem deixar cicatriz ou hipocromia que afeta a face
e o tronco (Muylaert et al., 2016; Blake e Daniel, 2019; Chen et al., 2019a).
Em geral, evolui com perfil normal de autoanticorpos, com bom progndstico

e a resolucdo espontanea em dias ou semanas (Blake e Daniel, 2019). Por
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raramente evoluir para doenca sistémica, ndo deixar cicatrizes e por estar
associado a muita fotossensibilidade, alguns estudiosos questionam a
classificacdo do LE tumido dentro do grupo dos LECC, e o incluem em uma
nova forma de LE denominada forma intermitente, criada exclusivamente
para ele (Kuhn e Landman, 2014).

Quaisquer das formas de LE podem apresentar manifestacdes
mucosas, podendo ocorrer em diversas regides (Burge et al.,1989; Nico et

al., 2014; Romiti et al., 2014; Del Alcazar-Viladomiu et al., 2018).

3.2 Envolvimento Mucoso no Lupus Eritematoso

A prevaléncia do envolvimento mucoso no LE € incerta e como suas
manifestacbes podem ser pouco sintomaticas, acredita-se que sejam
subestimadas. Além disso, os achados clinicos da mucosa sdo pouco
documentados e, em geral, ndo é feita a distincdo entre lesdes agudas ou
cronicas (Burge et al.,1989; Mays et al., 2012; Menzies et al., 2018).

As manifestacbes mucosas podem acometer qualquer uma das
formas de LE. Burge et al. (1989), em estudo com 121 pacientes,
encontraram achados clinicos de envolvimento mucoso em 21% dos
pacientes com LES e 24% dos pacientes com LECC. Ja Brennan et al.
(2005) relataram acometimento de 80% a 90% dos pacientes com LES.

As lesdes mucosas podem ocorrer isoladamente ou como parte de
um envolvimento multissistémico do LES (Brennan et al., 2005).

No LE sistémico juvenil, as manifestagdes mucocutdneas sdo comuns

(Chiewchengchol et al.,2015; Rodsaward et al., 2017), podendo ser um dos
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primeiros sintomas da doenca (Novak et al.,, 2018). Além disso, o
envolvimento mucoso, principalmente na forma de Ulceras orais e/ou nasais,
sdo importantes na definicdo da doenca sistémica, pois integra um dos
critérios de diagndstico de LES pela SLICC (do inglés Systemic lupus
International Collaborating Clinics), em 2012; e pela EULAR (do inglés
European Alliance of Associations for Rheumatology) e ACR (do inglés
American College of Rheumatology), em 2019 (Petri et al., 2012; Hamburger,
2016; Aringer et al., 2019 e 2020).

Diversas mucosas podem ser acometidas. Ha relatos de lesdes nas
mucosas oral, conjuntival, nasal, vaginal e até mesmo perianal (Burge et
al.,1989; Nico et al., 2014; Romiti et al., 2014; Del Alcazar-Viladomiu et al.,

2018; Dammacco, 2018).

3.3 Lupus Eritematoso Oral

O LE pode promover variadas manifestacdes orais que tém um
impacto importante na qualidade de vida do paciente (Kudsi et al., 2021;
Manzano et al., 2021).

Tanto o LES como o LEC podem cursar com lesdes orais. As vezes,
essas podem ser a Unica manifestacdo da doenca (Ranginwala et al., 2012;
Mays et al., 2012). Na literatura, a frequéncia do acometimento da mucosa
oral é variavel. Nas diversas séries de casos, foram encontradas de 5% a
54% de manifestagbes orais no LES e de 3% a 25% no LEC (Burge et
al.,1989; Lourenco et al., 2006 e 2007; Lopez-Labady et al., 2007; Mays et

al., 2012; Khatibi et al., 2012; Del-Barrio Diaz et al., 2020). Isso reflete o fato
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de que muitas lesfGes sdo assintomaticas, passando despercebidas, além de
muitas avaliacbes médicas nao incluirem o exame oral de rotina (Orteu et
al., 2001; Mays et al., 2012; Menzies et al., 2018).

Em geral, o diagndstico do LE oral é dificil, pois as lesdes da mucosa
oral podem se apresentar de diversas formas (Nico et al., 2008; Manfredini
et al., 2021), podendo mimetizar outras doengcas como por exemplo Liquen
plano oral e as reacfes liguenoides a drogas ou metais (Mays et al., 2012;
Menzies et al., 2018). Podem se apresentar como macula ou placa
eritematosa, ulceracdo circundada ou ndo de estrias radiadas brancas ou
placas brancas. Além disso, os padrées das lesdes orais diferem de acordo
com os varios tipos de LE. Por exemplo, as ulceracbes envolvem
principalmente a mucosa bucal e labial e estdo mais associadas ao LES
(Mays et al., 2012).

A frequéncia das Ulceras orais varia muito nos diversos estudos de
LES. Assim, Jonsson et al. (1984), obteve 13,04% dessas manifestacfes em
51 pacientes. Ja Urman et al. (1978) encontrou 26% em 182 individuos,
resultado semelhante ao obtido por Khatibi et al. (2012) com 28,1% em 102
doentes e Kudsi et al. (2021) com 27,6% em 42 pacientes. J& Abid et al.
(2013), obtiveram quase 72% de Ulceras orais em 46 pacientes.

As Ulceras orais também sdo uma das principais caracteristicas
clinicas em pacientes com lUpus eritematoso sistémico de inicio juvenil
(Rodsaward et al., 2017), podendo ser um dos primeiros sintomas clinicos

da doenca (Novak et al., 2018).



REVISAO DA LITERATURA - 23

Na literatura, uma grande variedade de termos clinicos tem sido
empregada na descricdo das lesdes mucosas orais. Termos como “lesdes
orais discoides”, “queilite lupica”, “placas ulcerativas”, “placas em favo de
mel”, “lesdes brancas”, “lesbes liquenoides” entre outros, sdo empregados,
nao havendo padronizacao entre os trabalhos (Orteu et al., 2001; Nico et al.,
2008; Manfredini et al., 2021).

Com o intuito de obter uniformidade na nomenclatura dessas
manifestacdes, Nico et al. (2008), correlacionaram as lesdes orais com as
lesbes cutaneas do LE, classificando as manifestacbes orais em agudas,
subagudas e croénicas, concluindo que essas representam o analogo mucoso
do LE cutaneo.

Para uma melhor compreenséo, utilizou-se essa classificacdo para a

definicdo das lesdes orais.

3.3.1 Lupus eritematoso oral crénico

A manifestacdo mais comum da forma oral crénica do LE é a leséo
discoide. Embora sejam descritas tanto na forma sistémica como na forma
exclusivamente cutanea, Burgue et al. (1989) encontraram essas lesdes
mais frequentemente no LECC. Em geral, as lesGes discoides orais sao
acompanhadas das lesGes cutdneas, mas ndo raramente podem ocorrer
como manifestagéo exclusiva. No LES podem representar o primeiro sinal da
doenca em 40% dos casos (Orteu et al., 2001; Nico et al., 2008; Ranginwala

et al., 2012; Manfredini et al., 2021).



REVISAO DA LITERATURA - 24

Clinicamente, as lesbes discoides orais se apresentam como lesdes
eritematosas bem delimitadas, arredondadas ou irregulares, de superficie
atrofica ou ulcerada com estrias radiadas brancas e telangiectasias. Nesses
casos, o0 diagnostico diferencial deve ser feito principalmente com liquen
plano e leucoplasia (Plemons et al., 1999; Orteu et al., 2001; Manfredini et
al., 2021).

Variantes da forma cronica oral sdo as lesBes queratoticas,
verrucosas e em “favo de mel” (Nico et al., 2008; Nico e Lourenco, 2012a;
Manikkath et al., 2018; Demitsu et al., 2020). Segundo Nico et al. (2008), o
aspecto “em favo de mel” ocorre em lesdes de longa duracao e representa
um quadro cicatricial.

As manifestacfes orais discoides podem ser tanto dolorosas como
assintomaticas, o que ocorre em cerca de 50% a 80% dos casos (Schigdt et
al., 1981; Orteu et al., 2001; Nico et al., 2008; Ranginwala et al., 2012).

Localizam-se predominantemente na mucosa bucal, no processo
alveolar, na mucosa labial e na borda do vermilido (Schigdt et al.,1978;
Ranginwala et al., 2012). Menos frequentemente, pode haver o envolvimento
das gengivas, que se apresentam como lesdes eritematosas e
descamativas, em geral associadas as lesbes cutaneas (Mc Carthy et al.,
1960; Kranti et al., 2012).

As manifestacbes labiais em geral estdo associadas a lesbes
semelhantes em outros locais, mas o comprometimento exclusivo pode
ocorrer (Nico et al., 2014; Joao et al., 2020). Ambos os labios, superiores e

inferiores, podem apresentar lesdes discoides bem delimitadas ou difusas
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(Greenberg et al., 2017; Joao et al., 2020). No entanto, os labios inferiores
tendem a ser mais acometidos, possivelmente por sofrerem mais traumas ou
estarem mais expostos ao sol (Greenberg et al., 2017).

As lesbes labiais se apresentam como pequenas papulas em tons de
rosa, placas em forma de moeda ou lesdes difusas confluentes, com estrias
radiadas, em geral assimétricas (Nico et al., 2014; Greenberg et al., 2017).
As lesdes labiais ativas, assim como as incipientes, e até mesmo as
cicatriciais, tendem a ofuscar a borda vermelha. Essa caracteristica tem
importancia diagndstica, pois ocorre frequentemente (Nico et al., 2014; Jodo
et al., 2020). Com a evolucao, as lesdes labiais no LE, podem se tornar
despigmentadas, ceratoticas, erodidas, atréficas e até verrucosas e deixar
cicatrizes desfigurantes (Nico et al., 2014).

Na literatura, ha descricbes de transformacdo de lesdes discoides
orais, principalmente as localizadas nos labios, em carcinomas de células
escamosas, 0 que enfatiza a importancia do acompanhamento dessas
leses (Martin et al.,, 1979; Handlers et al., 1985; Fernandes et al., 2015;
Makita et al., 2016; Menzies et al., 2018).

No LE sistémico juvenil, as lesGes orais discoides se assemelham as
do adulto, apresentando placas e estrias atroficas radiadas e telangectasias,
especialmente na mucosa bucal e palato mole. Os labios podem também
estar envolvidos, apresentando queilite tanto no labio superior como no
inferior, representando nos casos mais severos (queilite erosiva extensa)

atividade da doenca (Rodsaward et al., 2017).
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3.3.2 Lupus eritematoso oral subagudo

Manifestagfes intraorais e labiais no LECSA séo incomuns, ja que
essa forma se caracteriza pela intensa fotossensibilidade (Nico et al., 2008 e
2011). No entanto, pode ocorrer em pacientes com comprometimento facial
intenso, caracteristica ndo muito observada no LECSA (Nico et al., 2014).

Apresentam-se como macula eritematosa bem delimitada, levemente
deprimida, em geral localizada no palato, podendo ocorrer também na
mucosa bucal e gengiva (Nico et al., 2008).

Nos labios, tanto superior como inferior, apresentam-se como placas
eritematosas descamativas, mal delimitadas no vermilido (Nico et al., 2008).

Diagnéstico diferencial em geral ndo é necessario, pois as lesbes

caracteristicas estao presentes em outras areas do corpo (Nico et al., 2014).

3.3.3 Lupus eritematoso oral agudo

A forma oral aguda compreende diversas apresentacoes clinicas que
se localizam, preferencialmente, no palato. Correspondem as lesfes do LE
cutaneo agudo, podendo, no entanto, ocorrer mesmo na auséncia dessas
(Nico et al., 2008).

Clinicamente, podem se apresentar como maculas eritematosas ou
eritémato purpuricas em geral localizadas no palato e erosées ou ulceragdes
com distribuicdo simétrica ou assimétrica pela mucosa (Nico et al., 2008).
Outras apresentacbes como lesdes aftoides e bolhosas, hemorragias e
gengivites também podem ocorrer (Nico et al., 2008). Para alguns autores,
as lesdes ulceradas orais sédo consideradas um sinal de alerta, sugerindo um

pior prognastico.
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No entanto, Jorizzo et al. (1992) demonstraram que essas lesfes
representam lesdes especificas de LE (mucosite de interface) sem
implicacdes progndsticas.

As lesdes labiais sdo muito comuns e tanto os labios superiores como
os inferiores podem ser acometidos. Em geral, estdo associadas ao “rush”
malar ou asa de borboleta e se apresentam como eritema ou edema,
erosdo, crostas e necrose frequentemente associadas as manifestacdes
intraorais (Nico et al., 2014).

No LE sistémico bolhoso, as lesbes orais ocorrem em
aproximadamente 30% dos pacientes. Quando acomete os labios, o LE
bolhoso apresenta-se como mdltiplas e pequenas bolhas tensas e crostas ao
longo do vermilido (Nico e Lourenco, 2012b).

LesOes exclusivamente nessa localizagéo séo raras, e comumente estao
associadas a les6es em mudltiplos lugares. O diagnéstico diferencial € feito com

0 pénfigo vulgar, eritema multiforme e herpes simplex (Nico et al., 2014).

3.4 Histopatologia das Lesdes Orais

O histopatolégico do LE oral apresenta-se como uma mucosite
superficial ou superficial e profunda perivascular e de interface com
mucinose. E deve ser diferenciado dos demais processos com histologia
semelhante como o Liquen plano (Mdller, 2017). Encontra-se
hiperqueratose, alterndncia de hiperplasia e atrofia epitelial, alteracdo na
maturacdo epitelial, espongiose, vacuolizacdo dos queratinécitos basais e
espessamento da membrana basal (L6épez-Labady et al., 2007; Marques et

al., 2020; Chanprapaph et al., 2021).
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A membrana basal espessada pode ser evidenciada pela reacéo
histoquimica de PAS — &cido periddico de Schiff. Na lamina propria, o
infiltrado linfo-histiocitario, pode ser focal, superficial, perivascular profundo
ou em faixa justa epitelial (Schigdt, 1984; Jonsson et al., 1984; Antonovych,
1995; Callen, 1997; Lee e Ackerman, 1997; Orteu et al., 2001; Crowson e
Magro, 2001; Nico et al., 2014; Chanprapaph et al., 2021).

Pequenas variacdes sao observadas nas diversas formas de LE. As
lesbes cronicas em geral mostram hiperqueratose e /ou atrofia do epitélio e
infiltrado inflamatoério profundo (Andreasen e Poulsen 1964; Schigdt, 1984;
Ranginwala et al., 2012). As formas de LECSA revelam infiltrado mais superficial.
O LECA mostra escasso infiltrado, alguns neutréfilos e mais mucinose
(Karjalainen e Tomich, 1989; Nico et al., 2014). No LE bolhoso, encontra-se uma
exacerbacdo dos achados do LECA associado a intenso infiltrado neutrofilico e
muita mucina (Nico e Lourenco, 2012b). As ulceracdes resultam de degeneracao
acentuada das células basais com descolamento epitelial. Les6es no vermilido
revelam caracteristicas idénticas (Nico et al., 2014).

Frequentemente, encontra-se presen¢ca aumentada de mucina na
derme das lesbes cutaneas de LE (Vincent e Chan, 2015; Chanprapaph et
al., 2021). No entanto, esses depdsitos podem, também, estar presentes na
pele normal com fotodano, em quantidades pequenas ou moderadas
(Vincent e Chan, 2015).

Os depdsitos de mucina podem aparecer precocemente nos casos de LEC
agudo e tornam-se mais proeminentes nos casos de LEC subagudo e crbnico
(Fernandez-Flores e Saeb-Lima, 2016). Assim como nas lesbes cutaneas, pode-

se encontrar aumento de mucina também no LE oral (Nico et al., 2008).
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Estudos imuno-histoquimicos de lesbes orais de LE mostram
alteracbes na maturacao epitelial determinada pela expressao alterada de
citoqueratinas. Lourenco et al. (2006), demonstraram a presenca das
citoqueratinas (CK) 1, CK 5/6, CK14 e CK16 em 26 casos de LE oral,
indicando, respectivamente, processo de diferenciacdo, hiperproliferacédo e
ativacao de queratindcitos. Sugere-se que essa expressao seja estimulada
pelo aumento de citocinas (Lourenco et al., 2006). Posteriormente, Lourenco
et al. (2007) estudaram os componentes do infiltrado inflamatério de lesdes
orais de 46 doentes. Demonstraram, por estudos de imuno-histoquimica, o
predominio de linfocitos T, principalmente dos subtipos CD3+ e CDA4+,
seguidos por CD8+ no infiltrado inflamatério das lesGes orais do LE.
Marques et al. (2010), demonstraram a participacao das citocinas Thl e Th2,

com aumento expressivo de INF-y,TNF-a e IL-10.

3.5 Imunofluorescéncia Direta das Les@es Orais

O diagnéstico histopatoloégico da lesdo oral do LE pode ser
incrementado pelo exame de imunofluorescéncia direta (IMFD), auxiliando
no diagndstico diferencial com outras dermatites/mucosites de interface. Os
depoésitos de imunoglobulinas (Ig) IgM, 1gG, IgA, complemento C3 e
fibrinogénio sdo encontrados na zona da membrana basal (ZMB) das les6es
orais de LE, de forma focal ou continua, com padrdes variados, tais como
homogéneo, fibrilar, linear e granuloso (Orteu et al., 2001; Sun et al., 2019).

As vezes, depdsitos de IgM e IgG podem ser observados na parede
dos pequenos vasos sanguineos e nos nucleos dos queratindcitos

epidérmicos no LED (Sun et al., 2019).
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As lesdes orais de LE demonstram comumente reatividade para IgM e
C3 nos corpos coloides e fluorescéncia granular ou continua na zona da
membrana basal (Marques et al., 2010; Nico et al., 2014). Esses achados
também podem estar presentes em outras doencas e em peles
fotoexpostas, e por isso sdo considerados nao especificos (Nico et al.,
2014). Mas enquanto os depésitos de IgG e IgA sdo os mais especificos, os
depdsitos de IgM mostram maior sensibilidade (Orteu et al., 2001).

O depdsito de imunorreactantes na ZMB pode ser demonstrado no
LES (em 100% da mucosa lesada e em 75% da nado lesada) e no LE
discoide (em 73% da mucosa lesada) (Orteu et al., 2001). E a positividade
da IMFD de biopsias de tecidos aparentemente normais de pacientes com
LED, indica chance aumentada de desenvolvimento de doenca sistémica.

O teste da banda lupica, no qual é feita a identificacdo do depdsito
conjunto de IgG, IgM, IgA e complemento na ZMB (Banda Lupica) contribui
para o diagndstico, progndstico e evolugédo da terapéutica do LE (Sun et al.,
2019).

E importante lembrar que a IMFD é mais comumente positiva em
lesbes de mais de 6 semanas de duracdo e localizadas no segmento
cefélico, pescoco e extremidades superiores, mais que no tronco (Sun et al.,

2019).
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3.6 Etiopatogenia do Lupus Eritematoso

A etiopatogenia do LE é resultante de uma complexa interacédo entre
varios fatores patogénicos e permanece ainda pouco esclarecida. Sabe-se
que participam do processo diversos mecanismos como 0S genéticos,
hormonais, ambientais, autoanticorpos e componentes celulares da pele e
do sistema imune. Acredita-se que primariamente para o desenvolvimento
do LE, seja necessaria uma predisposicdo genética para a doenca (Kuhn e
Bijl, 2008; Kirchhof e Dutz, 2014; Kuhn et al., 2017; Fetter et al., 2022) e, em
um individuo geneticamente predisposto, determinados gatilhos como
infeccbes, hormodnios, radiacbes ultravioletas, cigarro e exposicoes as
drogas possam iniciar processos inflamatérios (Kuhn et al.,, 2017;
Sirobhushanam et al., 2020; Garelli et al.,, 2020; Zhou et al., 2021).
Concomitantemente, sdo formados autoantigenos, provavelmente através de
antigenos liberados por células apoptéticas (Blake e Daniel, 2019; Zhou et
al., 2021). Associado a isso, diversas disfungdes, tais como a diminuicdo da
fagocitose e a deficiéncia de complementos, reduzem a ‘limpeza” das
células apoptaéticas, levando, consequentemente, ao aumento da exposicao
de autoantigenos e contribuindo para uma maior inducdo da resposta
inflamatoria (Wolf et al., 2018). Ainda participam, com importante papel no
inicio da doenca, através de uma interativa e complexa rede, diversas
células como os queratindcitos, neutrdfilos, células B, Linfocitos T helpers 1
e 17 (Thl e Th17) e, principalmente, as células dendriticas (DC) (Herrmann
et al.,, 2000; Herndon et al., 2005; Kirchhof e Dutz, 2014; La Paglia et al.,

2017; Jarrett e Werht, 2019; Blake e Daniel, 2019; Zhou et al., 2021).
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Novos estudos demonstram o importante papel dos queratinécitos na
patogénese do LE, que além de sofrerem a apoptose também medeiam os
primeiros sinais as células imunes localizadas na derme (Zhou et al., 2021).

Numerosas citocinas também estdo envolvidas nesse processo
(Marques et al., 2010; Li et al., 2018; Blake e Daniel, 2019; McDaniel et al.,
2021). Elas promovem a propagacao da resposta inflamatoria e a supressao da
tolerancia do sistema imune, recrutando e promovendo a ativacao de células T.

As células B autorreativas passam a produzir autoanticorpos, que sao
parte importante dos critérios de diagndstico e a chave de algumas
manifestacdes clinicas do LE. Diversos mecanismos, entdo, amplificam e
realimentam a resposta imune e culminam com o inicio e a perpetuacéo das
lesbes de LE em diversos 6rgéos, tal como a pele (Duarte, 2012; Kirchhof e
Dutz, 2014; La Paglia et al., 2017; Blake e Daniel, 2019). No LE cutaneo,
guando ndo associado ao quadro sistémico, parece nao haver influéncia das
células inflamatérias e anticorpos circulantes, mas sim dos infiltrados

inflamatorios cutaneos (McDaniel et al., 2021).

3.6.1 Fatores genéticos

Os fatores genéticos tém um importante papel no desenvolvimento do
LE. Observa-se isso pelo maior risco da doenga em gémeos monozigoéticos
(25% a 57%) em relacdo aos dizigoticos (2% a 9%) (Kirchhof e Dutz, 2014) e
a maior predisposicdo do LE em individuos que apresentam complexos de
histocompatibilidade maiores (MHC) do tipo HLA B8, DR3, DR2, DQAL,

DRB1 (Li et al., 2018). Sabe-se também que mudltiplos genes contribuem
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para uma maior suscetibilidade. Genes como TYK2 (do inglés Tyrosine
Kinase 2), IRF5 (do inglés interferon regulatory factor 5) e CTLA4 (do inglés
cytotoxic-T lymphocyte associated protein) estdo associados ao LES e
também conferem maior risco de desenvolvimento de LED (Garelli et al.,
2020).

Gendtipos ligados as deficiéncias de complementos (C1q, C2 e C4) e
ao polimorfismo do gene promotor do Fator de Necrose Tumoral (TNF) alfa
(-308A) representam um significativo fator de risco para a doenca (Werth et
al.,, 2000; Achtman e Werth, 2015; Li et al.,, 2018). Foram também
identificados genes que codificam moléculas envolvidas na modulacdo da
resposta imune. Dessa forma, agem na funcdo de diversas células como
linfécitos T e B, células apresentadoras de antigenos e neutrdéfilos, e que
interferem nos processos de sinalizagdo celular e nos mecanismos de
limpeza de debris nucleares, de células apoptéticas e até mesmo de
complexos imunes, contribuindo para o aumento do risco do
desenvolvimento do LE (Kirchhof e Dutz, 2014; Blake e Daniel, 2019). Um
dos exemplos séo 0s genes associados as células dendriticas e células NK
(do inglés Natural Killer) cuja expressao esta aumentada exclusivamente na
lesdo cutanea do LED, mas ndo na lesédo cutanea do LES ou no sangue,
tanto do LES quanto LED (Li et al., 2020). Mais recentemente, Berthier et al.
(2019) demonstraram que LED e LESA (associados ou n&o a manifestacao
sistémica) compartilham os mesmos genes, porém se diferenciam na sua

expressdo, apresentando estimulo a via de sinaliza¢do para IFN-tipo |.
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3.6.2 Envolvimento hormonal

A acdo do componente hormonal no desenvolvimento do LE é
evidenciada pela maior incidéncia da doenca no sexo feminino, pela maior
probabilidade de agravamento durante a gestacao e reposicdo hormonal e a
observacédo, em geral, de uma evolucao benigna no sexo masculino (Kuhn et
al., 2017; Kudsi et al., 2021).

A piora da doenca durante a gravidez pode ser relacionada aos altos
niveis de estrogénio e prolactina, que promoveriam a sobrevivéncia e
ativacdo de células B autorreativas, estimulando a producdo de
autoanticorpos (Kirchhof e Dutz, 2014). Alguns trabalhos demonstram que o
estrogeno duplica a expressdao de superficie de Ro/SSA em culturas de
gueratindcitos expostos a RUV-B e aumenta a ligacdo de autoanticorpos anti
RO/SSA e La/SSB a membrana plasmatica. Além disso, pode estimular o
promotor de IFN-y e a atividade de células NK (Garelli et al., 2020).

Uma outra evidéncia para o predominio da incidéncia nas mulheres é
dada pela expressdo aumentada de VgLL3 (do inglés Vestigial-like Family
member 3) na pele feminina e em peles de pacientes com LE, independente
do sexo. VgLL3 €& um cofator de transcricdo que governa a expressao de
genes inflamatorios ligados a autoimunidade, incluindo o LEC e, em
trabalhos com modelos animais masculinos, sua expressao aumentada

promove ataque autoimune tanto cutaneo como sistémico (Garelli et al.,

2020).
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3.6.3 Autoanticorpos

A participacdo de autoanticorpos € bem conhecida no LE, mas seu papel
exato ainda permanece obscuro. Sabe-se que para a formacdo dos
autoanticorpos € necesséria a interacao de fatores genéticos e fatores externos
(radiacao solar, entre outros) que desencadeiam a apoptose e a conseguente
exposicao de autoantigenos, que entdo sédo apresentados para linfocitos T e B,
formando uma resposta imunoldgica persistente. Em um cenario onde haja a
quebra da tolerancia imunoldgica, essa reacdo € perpetuada e se formam
células de memoria T e B dirigidas contra esses autoantigenos. Assim, a partir
desses mecanismos complexos e na dependéncia do autoantigeno exposto,
sera formado o respectivo autoanticorpo.

Esses anticorpos terdo, entdo, a capacidade de se fixar em diferentes
tecidos, fixar complementos e promover inflamacéo (La Paglia et al.,2017).

H& como exemplos os anticorpos Anti Ds-DNA, Anti-Ro-ssA e Anti-Sm

(Garelli et al., 2020).

3.6.4 Radiacao ultravioleta

A fotossensibilidade € uma caracteristica importante do LE e a
radiacao ultravioleta (RUV), particularmente a RUV-B, esta relacionada tanto
com a formacédo e exacerbacdo das lesdes cutdneas como com a piora dos
quadros sistémicos (Zhou et al., 2021). Kuhn et al. (2011), em um estudo
multicéntrico, demonstraram que pacientes com LEC desenvolveram lesdes
cutdneas ap0s exposicdo a um protocolo de fotoprovocagdo com UVA e

UVB, principalmente os pacientes com a forma subcutanea e a timida.
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A participacdo da RUV na patogénese do LE ocorre através de
diversas formas como a apoptose, a inducdo da liberacdo de citocinas e a
formacéo de autoanticorpos e autoantigenos (Zhou et al., 2021).

A principal delas € a promocao da apoptose dos queratindcitos, através
do dano do DNA (Bijl e Kallenberg, 2006; Achtman e Werth, 2015; Wolf et al.,
2018; Li et al., 2020; Zhou et al., 2021). Segundo Zhou et al. (2021), a apoptose
pode ocorrer em padrdes de distribuicdo diferentes de acordo com os subtipos
de LE. Assim, no LED, a apoptose se concentra principalmente na porcao
basal, enquanto no LECSA, na porcdo suprabasal. E sdo mudltiplos os
mecanismos pelos quais a RUV desencadeia a apoptose dos queratindcitos:
através da fosfoproteina nuclear de 53 KDa (p53), do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e através do Fas e Fas-ligante (Fas-L) (Zhou et al.,2021).

Outra participacdo da RUV na patogénese do LE ocorre através da
inducdo da liberacdo de citocinas e quimiocinas. Em resposta a RUV, os
queratindcitos irradiados séo induzidos a liberarem diversas citocinas como
TNF-a, Fator de crescimento Transformador Beta (TGF-f3) e Interleucina (IL)
1 alfa que medeiam a liberacdo de novas citocinas inflamatorias
(secundérias), que recrutam novas células inflamatérias e imunes,
promovendo uma cascata de inflamacdo. Além disso, a IL-1 induz a
expressdo da molécula de adesdo celular-1 (ICAM-1) que auxilia na
migracao dos leucdcitos para a pele (Zhou et al.,2021).

Também, apds a exposicdo a RUV, ha um aumento da producéo de
Interferon tipo | (IFN-tipo 1), que esta relacionado com a atividade tanto da

forma cutanea quanto sistémica do LE (Wolf et al., 2018). O IFN-tipo | tem
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como fonte principal as células dendriticas plasmocitoides que se infiltram
nas lesdes cutaneas de LEC.

Outra citocina importante € o IFN- K, que é seletivamente expresso
pelos queratindcitos (Sarkar et al., 2018; Zhou et al.,2021). Sarkar et al.
(2018) demonstraram expressao aumentada de IFN- K apenas na epiderme
das lesbes cutaneas de LEC. Acredita-se que a citocina aumenta a
capacidade de resposta do epitélio ao IFN- a e a sensibilidade dos
queratinécitos a RUV (Sarkar et al., 2018; Wolf et al., 2018). Assim, IFN- K
promove a fotossensibilidade através da sinalizacdo para a producdo de
IFN- a pelas células dendriticas plasmocitéides (Garelli et al., 2020).

A IL-6 também esta relacionada com a RUV. E uma citocina
inflamatoéria produzida por mondcitos, células B e também pelos
queratindcitos. Quando irradiados pela RUV, os queratindcitos sao induzidos
a aumentar sua liberacdo. Os achados de aumento de IL-6 no soro de
pacientes com LES e nas lesdes cutaneas de LEC, apoiam o papel de
gatilho da IL-6 na patogénese do LE (Zhou et al., 2021). No LEC, a IL-6 é
primariamente produzida pelos queratincitos, mas o0 aumento de sua
liberacdo € mediado pelo Interferon kappa (IFN-k), também um membro da
familia dos IFN-tipo | (Zhou et al., 2021).

A RUV também induz os queratinécitos a produzirem outras
guimiocinas inflamatorias. O IFN- tipo | induz a expressdo de ligantes de
guimiocinas, particularmente a CXCL (do inglés Chemokine ligand) 10. E
queratinécitos produzem CXCL10 em resposta a IFN- a, um dos membros

da familia dos IFN-tipo I. Por sua vez, CXCL10 recruta células T helpers tipo
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1 (Thl) para a pele lesionada, iniciando a¢des imunologicas mediadas por
Th1l, que podem resultar na apoptose dos queratindcitos (Zhou et al., 2021).

Em decorréncia da apoptose, ocorre a exposicdo de autoantigenos,
que entdo sdo apresentados ao sistema imune, deflagrando a resposta
inflamatoria (Casciola-Rosen et al. 1994; Casciola-Rosen e Rosen, 1997;
Wolf et al., 2018). A relacdo da RUV com a formacgédo dos autoantigenos e
autoanticorpos é apoiada na literatura pelos achados que demonstram que a
pele ndo lesionada de pacientes com LEC apresenta expressao aumentada
da proteina Ro52 apo6s exposicdo a RUV e autoanticorpos Ro052, séo
encontrados em lesdes cutaneas de LEC. Outra evidéncia é que a RUV
pode levar a translocacéo da nucleoproteina HMGB1 (do inglés High Mobility
Group Box Protein 1) para o citoplasma. Essa evidéncia € demonstrada nas
lesGes cutdneas de LEC, onde se observa aumento da expressdo e
translocacdo de HMGB1. Além disso, nos queratinécitos apoptoéticos, a
HMGB1 é translocada para o citoplasma e se liga ao DNA para formar
imunocomplexos que ativam células dendriticas plasmocitoides,
responsaveis pela producao de IFN tipo | (Zhou et al., 2021).

Em resumo, esses achados sugerem que a apoptose induzida pela
RUV desencadeie a exposi¢cdo de autoantigenos e a producéo e liberagéo
de citocinas que recrutam novas células inflamatérias e imunes. Dentre elas,
linfécitos autorreativos T e B e células dendriticas, que possivelmente
produzam e mantenham o processo inflamatorio, resultando na destruicéo
tecidual (Rosenbaum e Werth, 2005; Kirchhof e Dutz, 2014; Achtman e

Werth, 2015; Zhou et al., 2021).
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3.6.5 Células B

No LE, a producéo de autoanticorpos contra antigenos proprios ocorre
principalmente pela perda de tolerancia das células B. Varios mecanismos
tém sido propostos para explicar esse quadro, como por exemplo o aumento
da apoptose celular e defeitos na limpeza dos debris das células
apoptoticas. Mas outro possivel fator desencadeante da perda de tolerancia
poderia decorrer de “erros” nos varios estagios de desenvolvimento das
células B, principalmente no estagio das células B de transicdo — TrB (do
inglés transitional B cell). Esses “erros” levariam a sobrevivéncia e
proliferacdo de células B autorreativas e, assim, a persisténcia do processo
inflamatorio no LE (Maz e Kahlenberg, 2020).

Liu et al. (2019) demonstraram a relacdo entre a hiperatividade do
Interferon tipo | e a producdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6,
pelas células B de transi¢do. Outros trabalhos também comprovaram que os
niveis do fator ativador de células B (BAFF - do inglés B-cell activating fator
ou BLyS - citocina da familia TNF, regulador da homeostase das células B
periféricas e do desenvolvimento e sobrevivéncia das células B de transicéo)
estdo aumentados nos pacientes com LES (Landolt-Marticorena et al., 2011;
Samy et al., 2017). Além disso, Belimumab, um inibidor de BAFF, pode levar
a selecdo negativa de células B autorreativas ativadas (Huang et al., 2018).
O conjunto desses trabalhos demonstra a contribuicdo das células B para a
patogénese do LES.

Ja4 no LEC, a participacdo das células B pode ser observada em

alguns estudos. Chong et al. (2014) demonstraram expressao aumentada de
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BAFF (BLyS) na epiderme de lesdes cutaneas de LE discoide, em
comparacao com controles saudaveis e lesdes de psoriase. Wenzel et al.
(2018) demonstraram a expressao aumentada de BAFF (BLyS) através de
imuno-histoquimica e analise da expressdo génica nas lesdes cutaneas de
varios subtipos de LEC.

Recentemente, alguns estudos tém demonstrado boa resposta com o
tratamento com Belimumab de casos resistentes de LEC nao responsivos a
terapéuticas habituais (Dresco et al., 2020; Salle et al., 2020). Esses dados
sugerem gque as células B tém um papel relevante na patogénese do LEC

(Maz e Kahlenberg, 2020).

3.6.6 Células T

As células T contribuem na patogénese do LES através de diversos
mecanismos como a secrecao de citocinas proé inflamatorias e o auxilio as
células B. Além disso, os linfocitos Th17 (do inglés T helper) que expressam
IL17 estdo aumentados na circulacdo de pacientes com LES e se relacionam
com a atividade da doenca. Estudos demonstram que o aumento das células
Th 17 produtoras de IL17 e a diminuicdo de células T reg (do inglés T
Regulatory Cells) no LES, contribuem para a nefrite lapica (Maz e
Kahlenberg, 2020).

No LEC, a importancia das células T esta na fungéo citotoxica que ela
exerce contra as estruturas da pele, particularmente os queratindcitos basais

(Maz e Kahlenberg, 2020; Fetter et al., 2022).
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3.6.7 Neutrofilos

Os neutroéfilos tém um papel relevante na patogénese do LES. Como
um mecanismo da imunidade inata, os neutréfilos formam uma rede
extracelular (NETs - do inglés neutrophil extracelular traps), constituida,
principalmente, pelo material nuclear do neutréfilo e o conteddo de seus
granulos citoplasmaticos. Como consequéncia, o neutrdfilo passa por um
processo de morte celular denominado NETosis.

Embora esse mecanismo ocorra com o intuito de conter e eliminar
patdgenos, estudos recentes 0 associam a algumas patologias autoimunes
como o LES (Maz e Kahlenberg, 2020).

Essa teoria é apoiada por algumas evidéncias como: a) presenca em
pacientes com LES de um tipo anormal de neutréfilo chamado granuldcito de
baixa densidade, que produz e libera excessivamente NETs; b) o soro de
pacientes portadores de LES tem a capacidade de induzir a formacdo de
NETSs; c) complexos de DNA presentes dentro das redes podem acionar a
producado de autoanticorpos pelas Células B (Maz e Kahlenberg, 2020).

As Nets parecem também estar envolvidas no LEC. Villanueva et al.
(2011), observaram que os granuldcitos de baixa densidade estdo
associados as lesfes cutaneas de LEC e Denny et al. (2010), demonstraram
a presenca das NETs nas lesbes de LEC. A RUV pode, também, induzir
NETosis, o que poderia explicar a ligacdo entre a exposi¢cdo solar e as

lesBes cutaneas do LE (Neubert et al., 2019).
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3.6.8 Células dendriticas

As células dendriticas (DC) (do inglés Dendritic cells) sédo células da
imunidade inata que atuam como células apresentadoras de antigenos e sédo
importantes tanto para ativacdo quanto para a tolerancia imunoldgica
(Kaewraemruaen et al., 2020).

No LE, exercem um importante papel na patogénese da doenca,
estando envolvidas em diversas etapas, desde a producéo de citocinas que
medeiam a cascata dos fendmenos inflamatorios até o processamento
inapropriado ou apresentacdo anormal de antigenos, que culminam na
producdo de autoanticorpos (Kirchhof e Dutz, 2014; Jarrett e Werht, 2019;

Kaewraemruaen et al., 2020).

3.7 Células Dendriticas
3.7.1 Historico

Em 1868, Paul Langerhans descreveu células epidérmicas com
formatos estelares, que receberam seu nome (Langerhans, 1868). Porém,
somente quase 100 anos depois, Silberberg (1973) demonstrou que essas
células pertenciam ao sistema imunoldgico. Simultaneamente, em 1973, o
trabalho de Steinman e Cohn (1973) permitiu a identificacdo de células
dendriticas no tecido linfoide e sua relacdo funcional com as células de
Langerhans. Mas somente em 1993, as células dendriticas dérmicas foram
descobertas (Kashem et al., 2017).

Somente apds a percepcao da extraordinaria capacidade das DC para

apresentacdo de antigenos houve um crescente interesse em sua biologia.



REVISAO DA LITERATURA - 43

Desde entdo, as células dendriticas vém sendo estudadas, e sdo uma
grande promessa para a terapia de doencas humanas. Isso porque as DC
podem tanto melhorar a imunidade, podendo ser utilizadas no combate ao
cancer como também podem induzir a tolerancia, que é essencial no caso
de transplantes e doencas autoimunes (Waisman et al., 2017).

Porém, apesar dos trabalhos crescentes, suas complexas
caracteristicas e seu papel no sistema imune permanecem ainda néao
totalmente esclarecidos, tornando necessario seu estudo (Valladeau e
Saeland, 2005; Novak et al., 2010).

Abaixo, na Figura 1, imagens ilustrativas de Paul Langerhans e da

célula descrita por ele.

Figura1l- (A) Paul Langerhans com sua esposa; (B) imagem da célula retratada em
1868: a célula de Langerhans; (C) Imagem digital imunofluorescente
moderna, que, apesar de toda tecnologia, acrescenta pouco a sua
representagéo original [Fonte: Jolles, 2002]
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3.7.2 Origem, funcédo e nomenclatura

As células dendriticas sdo um grupo heterogéneo de células,
derivadas em sua grande maioria de precursores hematopoiéticos da
medula 6ssea (Seré et al., 2012; Ganguly et al., 2013; Collin e Bigley, 2018).
Existem em pequenas quantidades em tecidos com interface com o meio
exterior, principalmente a pele, nariz, pulmdes, intestinos mas também em
tecidos linfoides como baco, timo, ndodulos linfaticos. S&o encontradas
também em estado imaturo no sangue.

Um aspecto importante € a grande diversidade de subtipos de DC,
com diferencas funcionais consideraveis.

Em um ambiente normal, as células dendriticas sdo responsaveis pela
vigilancia imunoldgica, pela protecdo contra patdogenos e pela apresentacao
de antigenos (Fransen et al., 2010; Kashem et al., 2017; Waisman et al.,
2017). As DC séao sentinelas especializadas e fazem a ligacdo entre o
sistema imune inato e o sistema imune adaptativo. Elas reconhecem
patdgenos por meio de padrées de receptores de reconhecimento, incluindo
a lectina do tipo C e os receptores do tipo toll (do inglés Toll-like receptors -
TLRs), e entdo migram para areas linfoides contendo células T, onde
apresentam o0s antigenos derivados dos patdogenos as células T
especializadas. Por outro lado, as DC s&do responsaveis também pela
manutencdo da tolerancia imunologica. Elas participam da fagocitose de
células apoptéticas e de debris celulares. Essas a¢des sdo importantes para
a prevencao da exposicdo de autoantigenos e, em consequéncia, para a
prevencdo da formacédo de reacOes imunes a eles (Fransen et al., 2010;

Kashem et al., 2017; Waisman et al., 2017).
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Assim, de acordo com a natureza dos primeiros sinais que recebem,
as DC através das citocinas secretadas e das proteinas expressas em sua
superficie, conseguem determinar o tipo de polarizacdo de resposta das
células T, levando a respostas imunes divergentes. Dessa forma, além de
sua funcgéo classica de conduzir respostas adaptativas do tipo Thl, as DCs
podem ser polarizadas em direcdo a uma resposta do tipo Th2, ou em
direcdo a tolerancia imunologica periférica através da inducédo de células T
reguladoras, sendo assim consideradas como os principais reguladores da
imunidade (Fransen et al., 2010; Kaewraemruaen et al., 2020).

Existem varios tipos de DC no organismo humano e eles podem ser
identificados de varias formas (Merad e Ginhoux, 2007; Stebut, 2011).

Embora todas as DC sejam capazes de capturar, processar e
apresentar antigenos para células T, diferem em localizagdo, caminhos de
migracdo, funcdo imunolégica e dependéncia de estimulos inflamatérios ou
infecciosos para sua geracao (Shortman e Naik, 2007). Tradicionalmente,
sdo definidas com base em sua morfologia celular, na expressao de
marcadores especificos e caracteristicas funcionais, como a capacidade de
migrar para areas de células T de 6rgdos linfoides secundarios e ativar
linfécitos T (Schraml e Reis e Sousa, 2015). No entanto, essas propriedades
podem se modificar em condi¢cbes de inflamacdo ou infeccdo (Schraml e
Reis e Sousa, 2015). Assim, as DC formadas em condigbes normais podem
ser diferentes daquelas formadas durante a resposta inflamatoria. As DCs
podem, também, ser nomeadas pela sua localizacdo anatdomica. Nesse
sentido, podem ser divididas em DC teciduais e DC residentes nos

linfonodos (Collin e Bigley, 2018).
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Por outro lado, uma forma mais atual de denomina-las é pela origem
da linhagem de seu precursor, independente do fendtipo, funcdo ou
localizagéo (Schraml e Reis e Sousa, 2015; Kashem et al., 2017; Collin e
Bigley, 2018). Mais recentemente, estudos de expressdo genética
permitiram determinar que as DC se originam de um precursor proprio
(Kashem et al., 2017). A partir desse precursor, originam-se as células
dendriticas plasmocitoides (do inglés plasmocytoid dendritic cell, pDC)
(também chamadas de ndo convencionais por sua forma ndo estelar,
lembrando um plasmacito) e células dendriticas convencionais ou classicas
(do inglés conventional dendritic cell, cDC) (Schraml e Reis e Sousa, 2015;
Worbs et al., 2017). As pDC diferenciam-se terminalmente na medula 6ssea
e as células convencionais, ainda na forma de um precursor, migram atraves
do sangue para o6rgaos linfoides e ndo linfoides, onde terminam sua
diferenciacdo (Kaewraemruaen et al., 2020). As DC convencionais podem
também ser denominadas de DC mieloides (Collin e Bigley, 2018). O termo
"mieloide” foi introduzido ha cerca de duas décadas, e permanece valido
para definir um grupo comum de antigenos presentes nas células dendriticas
convencionais. Neste estudo, os termos “mieloide” e “convencional” seréo
usados em conjunto para descrevem as células dendriticas desta classe
(Collin e Bigley, 2018). Assim, utilizando essa nomenclatura, ha as DC
plasmocitoides (pDC) e DC convencionais (cDC).

Uma categoria separada de células dendriticas sdo as chamadas
células dendriticas foliculares (do inglés follicular dendritic cell, fDC).
Recebem esse nome porque estdo presentes nos centros germinativos dos

foliculos linfoides (Seitz e Matsushima, 2010; El Shikh et al., 2022).
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As fDC sao células ndo hematopoiética, derivadas de células tronco
mesenquimais desenvolvendo-se a partir de células perivasculares (Aguzzi
et al., 2014; El Shikh et al., 2022). Por se localizarem nos 6rgaos linfoides e
apresentarem aparéncia dendritica, foram por muito tempo erroneamente
consideradas um subtipo de células convencionais (Aguzzi et al., 2014).

Portanto, para este estudo, foram utilizadas as denominacdes de
células dendriticas convencionais (cDC), plasmocitoides (pDC) e foliculares

(fDC).

3.7.3 Células dendriticas convencionais

As células dendriticas convencionais ou classicas s@o consideradas o
protétipo das células apresentadoras de antigenos dentro do sistema imune.
Apresentam algumas caracteristicas como o aspecto estelar, expresséo MHC
classe Il, e a capacidade de captar antigenos e migrar para linfonodos para
apresentar os antigenos captados para linfécito T naive (Worbs et al., 2017). Tém
grande expressao na sua superficie de CDla+, além de outros marcadores. Sao
encontradas na pele, na mucosa, no baco, no sangue e nos linfonodos. Diferem-
se das pDcs, além do fenétipo, mas também por propriedades funcionais como
maior ativacdo e diferenciacdo das células T devido a capacidade de
apresentacdo de antigenos e producdo de citocinas (Kaewraemruaen et al.,
2020). Sao grandes secretoras de IL12 e suas duas principais fungbes séo
induzir respostas imunes adaptativas especificas a patdgenos e manter a
autotolerancia. Esta imunovigilancia coloca a cDC na interface da imunidade

inata e adaptativa (Seitz e Matsushima, 2010; Chan et al., 2012).



REVISAO DA LITERATURA - 48

Sao divididas em dois subtipos: cDC1 e cDC2, que se diferenciam
pelo fendtipo, funcdo e fatores de transcricdo. Desses, os fatores
reguladores de interferon (do inglés interferon regulatory fator), IRF 4 e 8 séo
muito importantes.

Tais fatores regulam a inducéo da resposta inata, obtida por diversos
receptores de reconhecimento de padrdoes durante as infeccdes, além da
apresentacdo de antigenos restritos ao complexo maior de
histocompatibilidade classe (MHC) | e Il, induzindo as células T para uma
resposta imune ou de tolerancia (Sirvent et al., 2020). O IRF 8 & necessario
para o desenvolvimento da cDC1, enquanto o IRF 4 é fundamental para o
desenvolvimento da cDC2 (Kaewraemruaen et al., 2020).

Anteriormente, as células de Langerhans (CL) eram consideradas
uma das mais importantes células dendriticas mieloides ou convencionais
residentes na pele (Seitz e Matsushima, 2010; Ganguly et al., 2013).
Atualmente, devido a descoberta de sua origem a partir de macréfagos de
saco vitelinico e mondcitos de figado fetal, as células de Langerhans
epidérmicas passaram a ser consideradas, por alguns autores, como um
grupo de células dendriticas a parte (Kaewraemruaen et al., 2020). Por essa

razao, neste estudo, serdo descritas separadamente.
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3.7.4 Céelulas dendriticas plasmocitoides

As células dendriticas plasmocitoides, estdo presentes no sangue e
orgaos linfoides e expressam na superficie CD123 (interleucina-3 receptora
de cadeia alfa), CD303 (ou BDCA-2 do inglés Blood Derived Dendritic Cell
Antigen-2) e os receptores Toll-like (TLRs, do inglés Toll like receptor) 7 e 9
(Seitz e Matsushima, 2010; Dias de Oliveira et al., 2021; Bardawil et al.,
2021).

Comparativamente as células dendriticas convencionais, as pDCs
ativam pouco as células T por terem menor expressdo de MHC classe Il e
moléculas coestimuladoras e estdo envolvidas com a producéo de Interferon
Tipo | (IFN 1) (Seitz e Matsushima, 2010; Chan et al., 2012; Kashem et al.,
2017; Li et al., 2018; Jarrett e Werht, 2019, Kaewraemruaen et al., 2020).

As pDcs exercem inumeras funcdes. Na resposta imune inata, agem
produzindo uma resposta rapida as infec¢@es virais por meio da producao de
IFN tipo 1 e apoptose das células infectadas. Além disso, promovem maior
ativacdo de células NK (do inglés Natural Killer) através do IFN tipo | e a
producao de IL-12 e IL18.

No entanto, seu papel na imunidade adaptativa é muito mais amplo,
apresentando diversas funcdes, como: a) tornam-se apresentadoras de
antigenos tanto para linfécitos T CD4+ (do inglés helper T lymphocytes cells)
como para CD8+, através da expressao das moléculas MHC classe | e |l
juntamente com coestimuladores (CD80, CD86, CD40); b) promovem uma
resposta Thl (do inglés T helper 1); c¢) influenciam a ativacdo da célula B

assim como a expansdo e estimulagdo de plasmdcitos e a secrecdo de
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anticorpos; d) expressam IDO (indoleamine 2,3-dioxigenase) e induzem a
producdo de TGF-B (fator de crescimento transformador beta) e IL6 que
podem gerar resposta T reg (T reguladora) ou resposta Thl7,
respectivamente; e) tornam-se capazes de regular a imunidade através da
destruicdo de células tumorais, da inducéo da apoptose de células T CD4+
infectadas e a supressdo da proliferacdo de células T; f) secretam
quimiocinas que atraem as células imunes para os locais de inflamacé&o

(Kaewraemruaen et al., 2020; Dias de Oliveira et al., 2021).

3.7.5 Células dendriticas foliculares

As células dendriticas foliculares expressam varios marcadores de
superficie, sendo um deles o CD21. Sado formadas nos ganglios linfaticos e
sao responsaveis pela ativacdo dos linfocitos B (El Shikh et al., 2022).

Estdo presentes nos centros germinativos dos foliculos linfoides dos
linfonodos, do baco e nos tecidos linfoides associados a mucosa (Seitz e
Matsushima, 2010).

Diferentemente das DCs convencionais que ativam células T “naive”
pela apresentacdo de antigeno processado por meio de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC), as fDC parecem
apresentar antigeno ndo processado na forma de imunocomplexos para
células B (Aguzzi et al., 2014; El Shikh et al., 2022).

Esse recurso, juntamente com o fornecimento de quimiocinas,
moléculas de adesdo e fatores troficos, permite que as fDC moldem as

respostas das células B e moldem o microambiente local.
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Dessa forma, as fDC tém um papel de ligacdo entre a resposta inata e
adaptativa relacionada as células B (Aguzzi et al. 2014).

A participacao das fDC também € importante para a manutencao dos
foliculos de células B funcionantes. Para tanto, as fDC trabalham em
colaboracdo muatua com as células B. Enquanto as fDC fornecem sinais para
sequestrar e manter as células B dentro dos foliculos, as células B séo
essenciais para o desenvolvimento e manutencdo das fDC através do
fornecimento de TNF e Linfotoxina. Orgdos linfoides que ndo possuem
células B ou qualquer dessas citocinas também sdo desprovidos de fDC, o
gue demonstra a interdependéncia entre as fDC, células B e os foliculos
linfoides. Portanto, as fDC sdo uma parte constitutiva dos foliculos das
células B nos orgéaos linfoides secundarios (linfonodos, baco e os tecidos
linfoides associados a mucosa) que monitoram continuamente o sangue e a
linfa para patdgenos que chegam (Aguzzi et al., 2014).

As fDC reconhecem estimulos inatos por intermédio dos receptores
de reconhecimento Toll-lik e, a partir dai, amplificam as respostas
adaptativas. Além disso, controlam a remocao de células B apoptéticas do
centro germinativo (Aguzzi et al., 2014; Abbas et al.,2015). A remocéao de
células B apoptéticas mediada por fDC tem um papel crucial na prevencao
da autoimunidade. No entanto, as fDC podem, também, contribuir para a
mesma, ao mediarem o recrutamento de células T helpers foliculares
autorreativas e, ao reterem complexos autoimunes, levam a selecdo de
células B autorreativas (Aguzzi et al., 2014).

Outra forma de participacdo das fDC nos centros germinativos €&
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através do fornecimento de citocinas (Aguzzi et al., 2014). Elas sao fonte de
Fator Ativador de Células B (BAFF ou BlyS do inglés B-Lymphocyte
stimulator) e podem, dessa forma, impactar a sobrevivéncia de células B
foliculares e centros germinativos. Isso porque a sinalizacdo mediada pela
citocina BAFF é necessaria para a homeostase das células B em
desenvolvimento e, do mesmo modo, para as células B maduras. As fDC
também produzem a citocina proinflamatéria interleucina 6 (IL-6). Estudos
em camundongos sem essa citocina demonstraram reducao do tamanho dos
centros germinativos de células B (Aguzzi et al., 2014).

Além disso, as fDC impactam a manutencdo e dinamica dos centros
germinativos por meio de uma cascata de sinalizacdo. Em resumo, as fDC
tanto contribuem para autoimunidade por exibicdo de autoantigenos como
previnem a autoimunidade por serem importantes guardides da tolerancia,
gracas a regulacdo da limpeza de células apoptéticas, selecionando
negativamente as células B autorreativas e induzindo a geracdo de DC
tolerogénicas incapazes de estimular as células T (Aguzzi et al., 2014).

Por outro lado, durante condi¢Bes inflamatérias e infec¢des crénicas,
as fDC também podem ser geradas “de novo” em érgaos nao linfoides. Por
conseguinte, a presenca persistente de antigenos pode provocar a
reorganizacdo do tecido em tecidos linfoides terciarios, também
denominados ectdpicos, contendo centros germinativos e fDC totalmente
diferenciados (Silva-Sanchez et al., 2018; El Shikh et al., 2022). Segundo
Aguzzi et al. (2014), as fDC presentes em tecidos linfoides terciarios seriam

provenientes de precursores estromais, mesenquimais, mais comumente,



REVISAO DA LITERATURA - 53

residentes em seus 0Orgaos alvos, nos espacos perivasculares, estando la
mesmo antes da formacdo dos tecidos linfoides terciarios. Entretanto, os
tecidos linfoides terciarios podem quase aparecer em qualquer parte do
corpo. Assim, as fDC podem surgir rapidamente a partir da vascularizacéo
intrinseca tecidual onipresente e participam dos tecidos linfoides terciarios
recém-montados (Aguzzi et al., 2014). Segundo Silva-Sanchez et al. (2018),
os tecidos linfoides terciarios estdo associados a infeccbes cronicas e
doencas inflamatérias e autoimunes. Na literatura, foram encontrados
estudos da presenca de estruturas linfoides ectépicas em diversas doencas
como artrite reumatoide (EI Shikh et al., 2022), nefrite lapica (Chang et al.,
2011), nas glandulas salivares de pacientes com Sindrome de Sjogren (Silva
Santos et al., 2018), e no Liquen plano oral (Navas Alfaro et al., 2003).
Bombardieri et al. (2012), em estudo experimental, conseguiram induzir
tecido linfoide ectopico nas glandulas salivares de camundongos
imunossuprimidos. Segundo Larsson e Warfvinge (1998), os foliculos
linfoides terciarios podem ocasionalmente se desenvolver em reacdes
liquenoides orais em locais nhormalmente carentes de tecido linfoide.

Embora essas estruturas sejam associadas as infec¢des crénicas e as
doencas inflamatdrias, Silva-Sanchez et al. (2018) as consideram como um
componente normal do sistema imunoldgico, embora temporario, cujo papel é
atenuar a inflamacéo e a infecgao, facilitando as respostas imunes locais.

Diversas DC localizam-se na pele e sdo responsaveis, juntamente
com outras células do sistema imune, pela manutencdo da homeostasia e

inducéo da resposta inflamatoéria cutanea (Kashem et al., 2017).
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3.8 Células Dendriticas da Pele

A pele é a principal barreira fisica entre o organismo e o ambiente
externo, mas também participa ativamente da defesa do hospedeiro pela
capacidade de gerar e manter reacdes imunes e inflamatérias. Para tanto, €
constituida de linfocitos e células dendriticas entre outras, formando, assim,
um sistema imune cutaneo (Valladeau e Saeland, 2005).

Para melhor entender as células dendriticas localizadas na pele,

pode-se dividi-las didaticamente em epidérmicas e dérmicas.

3.8.1 Células Dendriticas Epidérmicas

Na epiderme, especificamente nas camadas basais e suprabasais, ha
uma densa rede de células de Langerhans. Elas representam 3% a 5% da
populacao total de células epidérmicas e sua densidade varia de 200 a 1000
células/mm?, dependendo da area anatémica. Em condicdes normais, as CL
sdo as Unicas células apresentadoras de antigenos residentes na epiderme

(Kashem et al., 2017).

3.8.2 Células Dendriticas Dérmicas

As células dendriticas dérmicas (DDC do inglés Dermal Dendritic cells)
localizam-se na matriz extracelular, na parte superior da derme reticular e na
regido proxima aos capilares. Assim como seus homoélogos CL na epiderme,
sdo capazes de alertar o sistema imune ao receber um sinal de perigo. Sao

compostas de varias subpopulacbes de diferentes origens como alguns
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subtipos de cDCs, a cDC1 e cDC2, oriundas do progenitor derivado de células
tronco hematopoiéticas de células dendriticas convencionais, que
regularmente repovoa a derme. Esses subtipos de cDCs diferem entre si
pelas expressdes de moléculas de superficie, como a expressao de Langerina
(CD207) e CDla, assim como as CL presentes na epiderme, mas que se
diferem destas pela presenca de outros marcadores (Worbs et al., 2017).

Ainda na derme, foram encontradas células dendriticas que se
originam dos mond@citos e que sao recrutadas para a derme, principalmente
durante a inflamacéo (Worbs et al., 2017).

Também na derme, pode-se encontrar as células dendriticas
plasmocitoides (pDC), também conhecidas como células naturais produtoras
de interferon alfa/beta e que raramente estdo presentes na pele normal
(Worbs et al., 2017). Embora sua origem seja linfoide, elas podem estar
presentes na derme em condi¢cbes inflamatérias (Kashem et al.,, 2017).
Dependendo do contexto e sinais recebidos, podem induzir tolerancia ou
ativar resposta imune (Swiecki e Colonna, 2015).

Pouco se sabe sobre a movimentagcao das pDcs “in vivo”. No entanto,
as pDCs apresentam algumas caracteristicas que permitem indicar uma
possivel migracdo para a epiderme como por exemplo: a) expressao de
receptores de quimiocinas, responsaveis pela movimentagdo de células de
Langerhans para a pele; b) expressdo de CXCR (do inglés Chemokine
receptor) 3, cujos ligantes sdo altamente expressos na pele inflamada; c)
expressdo de receptores que se ligam a vasos inflamados dérmicos (Worbs

et al., 2017).
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Estudos em camundongos e humanos descreveram a pDC em pele
normal, embora em niveis muito baixos (Palamara et al., 2004; Valladeau e
Saeland, 2005).

Embora raras na pele normal, as pDC foram descritas em maior
concentracdo em localiza¢gdes cutaneas de diversos processos inflamatorios,
tais como na dermatite atopica, na dermatite de contato, na psoriase e nas
lesbGes cutaneas de LE (Valladeau e Saeland, 2005; Farkas et al., 2001;
McNiff e Kaplan, 2008; Tomasini et al., 2010; Brown et al., 2014; Kolivras et
al., 2016; Chen et al., 2019b; Dias de Oliveira et al., 2021).

Além da pele, as células dendriticas podem, também, estar presentes
nas mucosas, representadas por diferentes subpopulacdes (Borgne et al.,

2007; Novak et al., 2010; Hovav, 2014).

3.9 Células dendriticas das mucosas

As membranas mucosas apresentam diversas populacées de células
dendriticas (DC), cuja distribuicdo varia de acordo com a natureza do
revestimento epitelial e o estado inflamatoério do tecido (Hovav, 2014). Nas
mucosas em monocamada (intestino) ou pseudoestratificada (pulmdes) as
DC estdo localizadas, essencialmente, na lamina propria, € sdo pouco
representadas no epitélio (Borgne et al., 2007). Ja nas mucosas com epitélio
pluriestratificado como a oral, vaginal e a mucosa retal, as DC localizam-se
nas camadas epiteliais e no tecido conjuntivo da lamina propria (Borgne et
al., 2007). H4, também, diferencas entre as subpopula¢des de DC presentes

nas diferentes mucosas. Como exemplo: nas mucosas nasais predominam
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as pDC e as cDC que expressam lectinas especificas e exclusivas como a
CD 206 e CD 209 (Novak et al., 2010). Ja na mucosa oral, um conjunto de
células apresentadoras de antigenos MHCII+ esta presente tanto no epitélio
guanto na lamina propria. No epitélio, a populacdo predominante de células
dendriticas consiste nas células de Langerhans que expressam
langerina/CD207 e CDla. Na lamina propria, s@o representadas por
macrofagos e uma menor populacdo de subtipos de células dendriticas que
compreende, principalmente, células dendriticas convencionais tipo 2 CD1c+
(cDC2) e subpopulacdes menores de células apresentadoras de antigenos
expressando CD1a ou langerina (Solhaug et al., 2022).

Devido a importancia de sua participacdo tanto na pele quanto na
mucosa € por apresentarem caracteristicas proprias, as células de

Langerhans serdo estudadas a parte.

3.10 Células de Langerhans

Na pele e na mucosa, as células de Langerhans (CL) representam
uma forma Unica e especializada de DC que sdo pensadas para mediar as
principais fungdes da pele/mucosa no fornecimento de resposta e tolerancia
imunologica (Sirvent et al., 2020). S&o consideradas Unicas porque
apresentam tanto caracteristicas de macrofagos quanto de células
dendriticas. Originam-se, assim como 0s macrofagos, de progenitores do
saco vitelino e de mondcitos de figado fetal, que povoam a epiderme durante
a fase embrionaria (Hoeffel et al., 2012; Ginhoux e Jung, 2014; Guilliams et

al., 2014; Guilliams e van de Laar, 2015; Clayton et al., 2017; Doebel et al.,
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2017; Kaewraemruaen et al., 2020). Mas seu fendtipo e funcdes sé&o
semelhantes as das células dendriticas convencionais, como a eficiente
capacidade de apresentar antigenos para as células T “naive” (Clayton et al.,
2017; Doebel et al., 2017; Sirvent et al., 2020). No entanto, diferenciam-se
das células convencionais por serem reguladas por genes que Sao
influenciados pelos fatores reguladores de Interferon (IRF) 4 e 1, em
combinac¢éo com outros fatores (Sirvent et al., 2020; Davies et al.,2021).
Fenotipicamente, as CL humanas caracterizam-se pela grande
expressao em sua superficie de CDl1a e Langerina (CD207), uma lectina do
tipo C (Achachi et al., 2015; Sirvent et al., 2020). No nivel ultra estrutural, a CL
apresenta caracteristicamente uma organela citoplasmatica Unica conhecida
como granulo de Birbeck (GB), em formato de raquete de ténis (Kashem et
al., 2017). O GB ¢é formado por Langerina, a qual funciona como um
marcador-chave da linhagem CL (Polak et al., 2014). As lectinas do tipo C (um
tipo de dominio proteico (Abbas et al., 2015) sdo capazes de fazer a ligacédo
com por¢cBes de carboidratos presentes em microrganismos, permitindo que
as CL internalizem antigenos. Além disso, a presenca desse dominio permite
que as CL tenham funcBes diversificadas que incluem a adesédo célula a
célula, resposta imune aos patdégenos e a apoptose (Achachi et al., 2015;
West e Bennett, 2018). As CL ainda estdo implicadas na absorcdo de
alérgenos, através da expressao de receptores de alta e baixa afinidade a IgE
e a proteina de ligagdo a IgE. Finalmente, as CL sdo potentes células
apresentadoras de antigenos (APC) na pele/mucosa aos linfécitos T “naive”.
Podem expressar tanto moléculas MHC de classe | quanto de classe Il (Polak

et al., 2014; Kashem et al., 2017; Sirvent et al., 2020).
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No contexto da MHC classe I, iniciam a resposta antigeno especifica
por intermédio dos linfécitos T CD4, ativando células T CD4 “naive” em
linfonodos drenantes da pele assim como células T CD4 de memodria
residentes na pele (Sirvent et al., 2020). Sdo também eficientes na
apresentacao de antigenos no contexto da MHC classe |, resultando na
ativacdo e expansdo das células T CD8 efetoras, antigeno especifico
(Sirvent et al., 2020). Tém a capacidade de projetar seus dendritos através
das juncdes intercelulares para adquirir o antigeno do estrato cérneo
(Kashem et al., 2017; Sirvent et al., 2020). Quando um antigeno (AQ)
proteico entra através da pele/mucosa, as CL ligam esse Ag a sua superficie
e 0 processa. Para que isso aconteca, as CL saem de um estado
inicialmente imaturo e sofrem um processo de maturacdo que se inicia a
partir da reacdo dessas células a sinais caracteristicos (oriundos de
infeccdo, inflamacdo ou da destruicdo de tecidos) e que culmina com a
migracao, interacdo com linfocitos T “naive” e o inicio de uma resposta
imunologica especifica. Durante o processo de maturacdo, as CL sédo
transformadas de células predominantemente de captura de antigeno a
células apresentadoras de antigenos (Fransen et al., 2010, Kashem et al.,
2017; Sirvent et al., 2020).

Os sinais que estimulam as CL incluem: produtos derivados de
agentes patogénicos, ligagdo desses com receptores de Toll-like, genes que
promovem a capacidade de resposta ao estresse oxidativo e as citocinas
inflamatorias, fator regulador de Interferon 4 (IRF4) e citocinas inflamatérias

como TNF alfa, IL1 e IL 2 (Borgne et al., 2007; Kashem et al., 2017; Sirvent
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et al., 2020). Sob esses estimulos, as CL sofrem reducdo de sua
adesividade e, carregando o Ag processado, migram da epiderme para o0s
vasos linfaticos e dali para os linfonodos regionais, onde passam a residir
nas regides parafoliculares do cortex, recebendo a denominacédo de células
dendriticas interdigitantes. Finalmente, nos linfonodos, apresentam o Ag as
células T CD4* “naive”, que penetram no ganglio a partir do sangue (Kashem
et al., 2017).

Alguns mecanismos interferem na migracdo das CL, como a inducao
de citocinas e a expressdo das matrizes das metaloproteinases (MMP) 9 e 2,
que sao necessarias para haver a migracdo. Ainda a expressdo de
receptores de quimiocinas, tais como CCR7 e CCR2 (que se modificam por
sinais inflamatoérios) podem controlar a migracdo das CL tanto do sangue
para a epiderme, quanto desta para os linfonodos regionais.

Durante sua migracdo, as CL aumentam sua expressao de moléculas
MHC da classe Il e de coestimuladores, bem como sua capacidade de
processamento de antigenos, tornando células apresentadoras de antigenos
(APCs) altamente eficientes (Kashem et al., 2017).

Como é feita a reposi¢cdo das CL na epiderme, ainda ndo esta muito
esclarecido. Acredita-se que, sob certas circunstancias, as CL mantém-se
localmente e se replicam na epiderme (Solhaug et al.,, 2022) ou sé&o
repovoadas por meio da diferenciagcdo de um precursor de CL encontrado
nos foliculos pilosos (Gilliam et al.,, 1998; Nagao et al., 2012). Porém,
quando a pele é o local da inflamacdo ou est4d sob fortes estimulos

inflamatoérios, como radiagcfes ultravioletas, a CL € renovada a partir dos
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precursores mieloides circulantes tais como os mondcitos (Merad et al.,
2002; Borgne et al., 2007; Seré et al., 2012; Crispin et al., 2013; Reich e
Medrek, 2013; Achachi et al., 2015; Kashem et al., 2017, Solhaug et al.,
2022) Segundo Achachi et al. (2015), durante a recuperacao da inflamacéo
epidérmica induzida pela RUV, dois subgrupos de DC inflamatérias se
desenvolvem e sdo consideradas precursoras das CL. Essas células
dendriticas expressam CD1a. Entretanto, podem expressar, ou nhdo, CD207,
surgindo apés a exposicao solar e dotadas de propriedades de ativacdo das

células T semelhantes as CL (Achachi et al., 2015).

3.11 Células dendriticas e a radiacdo ultravioleta (RUV)

A radiacdo ultravioleta (RUV) tem um impacto importante na
homeostase da pele (Ullrich e Byrne, 2012). Ela leva a producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), neuropeptideos e citocinas, que interferem na
funcdo de apresentacdo de antigenos das células dendriticas (Ullrich, 2005;
Wolf et al., 2018). Além disso, a inflamacéo cutanea induzida pela RUV é
responsavel por alteracdes na morfologia e no trafico das DC na epiderme,
promovendo uma imunossupressao local temporéaria (Seité et al.,, 2003;
Gibbs e Norval, 2013).

Inicialmente ap6s a exposicdo a RUV, as CL migram para o0s
linfonodos drenantes da pele, resultando em uma diminuicdo do numero de
células na epiderme. Ao mesmo tempo, mondcitos circulantes séo
recrutados para a pele, onde medeiam fun¢gbes imunossupressoras pela

ativacao de linfécitos T supressores e liberacéo de IL10.
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A deplecdo das células dendriticas epidérmicas (Células de
Langerhans) pela exposicdo a RUV ja foi demonstrada em diversos estudos
(Meunier, 1999; Laihia e Jansen, 2000; Facy et al., 2005; Bechetoille et al.,
2007; Achachi et al., 2015) e é relatada, ainda, apds a exposi¢do crdnica
(Macve et al., 2004; McLoone et al., 2005), inclusive, essa deplecao ja foi
observada por Janssens et al. (2005) na epiderme de pele ndo lesada de
paciente de LE, exposta a RUVB, onde a diminuicdo da CL ocorreu
independentemente do tipo de LE (LED, LECSA, LES).

Hatakeyama et al. (2017) demonstraram que as CL, ap08s fagocitarem
queratinécitos apoptoticos induzidos pela RUV, migram para os linfonodos
regionais, onde regulam a expansao celular nos linfonodos e, em
consequéncia, a inflamacdo. Segundo Shipman et al. (2018), as CL tém a
capacidade de controlar a apoptose de queratindcitos induzida pela RUV e a
lesdo cutanea decorrente, pela estimulacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico de queratinécitos. Em pesquisas em modelos
animais, observaram que o fornecimento desses receptores de ligantes para
peles com LES levava a uma reducéo da fotossensibilidade, demonstrando a
importancia das CL na fisiopatologia do LE. Berthier et al. (2019), em um
estudo com 90 bidpsias cutaneas de LEC, observaram uma deficiéncia nas
vias de sinalizacdo dos receptores de crescimento epidérmico.

A RUV pode atuar sobre as pDcs, como ja foi demonstrado por Rossi et
al. (2018), na erupcao polimorfa a luz (EPL). Nesse estudo, o autor considerou
a presenca de pDcs, tanto na epiderme quanto na derme das lesdes de EPL,
assim como nos controles higidos, apos a realizacao de fototestes com RUVA e

RUVB. No entanto, na EPL, a expressao foi muito maior.
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No LE, a RUV atua, também, sobre as pDCs, desencadeando a
producao dos ligantes de quimiocinas como CXCL9, CXCL10 e CXCL11 que
atraem as pDCs e outras células inflamatorias para os locais de agresséo
tecidual. Em estudo com modelos animais, a RUV-B induziu a ativacdo e
infiltracdo de pDCs na pele exposta ao sol, as quais se acumularam na
juncao dermoepidérmica (Yin et al., 2014). Segundo Cederblad et al. (1998),
enquanto as pDcs se acumulam na lesédo cutanea do LE, no LES ha uma
diminuicao das pDcs no sangue.

Todos esses achados demonstram que a RUV exerce acao sobre as

células dendriticas, principalmente no LE (Lehmann e Homey, 2009).

3.12 Células dendriticas em doencas infecciosas, imunomediadas e
outras

As células dendriticas participam da defesa contra agentes
patogénicos e sdo fundamentais para iniciar tanto a resposta inata quanto a
adaptativa. Estdo envolvidas em um grande nimero de doencas, incluindo
moléstias infecciosas e parasitarias, dermatoses mediadas por linfocitos T e
neoplasias cutaneas.

A importédncia do papel das células dendriticas na tuberculose
pulmonar € comprovada had muitos anos (Lapa e Silva e Boechat, 2004),
tendo o importante papel de induzir a resposta imunoprotetora por tempo
prolongado. A presenca das DC, juntamente com outros tipos de células da
linhagem macrofagica, é essencial para o estabelecimento do granuloma,
que configura uma protecdo do hospedeiro contra a disseminacdo da

infeccéo (Lapa e Silva e Boechat, 2004).
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Nas doencas imunomediadas, a contribuicdo das DC ainda nao esta
totalmente esclarecida. Estudos de pacientes com diferentes doencas
autoimunes, incluindo artrite reumatoide (AR), Esclerose mdltipla (EM) e
Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) revelaram varias anormalidades na
ativacado ou funcéo das DC (Minarrieta et al., 2017).

Na psoriase, estdo envolvidas tanto as células de Langerhans como
plasmocitoides, sendo essas Ultimas provavelmente responsaveis pela
iniciacdo do processo (Rotsztejn et al., 2012; Glitzner et al., 2014; Raaby et
al., 2017; Vyas et al., 2019; Tokuyama e Magushi, 2020).

Moura et al., em 2018, estudaram as células dendriticas na rosacea e
identificaram diminuicdo da expressdo de CDla (células de Langerhans)
enquanto as pDcs foram encontradas de forma isolada ou em pequenos
“clusters”.

Deguchi et al. (2002) estudaram as células apresentadoras de
antigenos nas doencas mediadas por linfocitos T. No Liquen Plano (LP),
demonstraram o aumento da expresséo das células dendriticas epidérmicas
e dérmicas que expressam CD1la, em relacdo ao controle de pele normal. A
imunomarcacdo dessas células ao redor do infiltrado mononuclear
perivascular na derme superficial das lesdes foi relacionada com a
patofisiologia da doenca.

Na literatura, foram encontrados, juntamente, estudos de células
dendriticas em variadas doencas localizadas nas mucosas. Por exemplo, no
Liqguen Plano Oral, foi observado o aumento da expressdao de CDla e

Langerina (207) tanto no epitélio como no estroma das lesées, indicando que
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as células dendriticas tém papel importante no desenvolvimento do infiltrado
inflamatorio liquenoide do LP (Santoro et al., 2005; Kulkarni et al., 2016;
Souto et al., 2016; Solhaug et al., 2022).

Veasey et al. (2020), estudaram as células de Langerhans epiteliais
através da expressdo de CDla nas verrugas anogenitais com o intuito de
averiguar diferencas na imunidade de pacientes com muitas ou poucas
lesbes. Entretanto, ndo observaram diferencas estatisticas entre os dois
grupos.

J& nos tumores orais, Silva et al. (2020), em um estudo multicéntrico,
relacionaram a diminuicdo da expressdo de células CDla e CD207 com o
desenvolvimento de Carcinomas espinocelulares orais, inferindo que esse
achado pode ser indicador de transformacdo nos casos de lesbes orais
potencialmente malignas, como leucoplasia e fibrose submucosa orais.
Apesar disso, ndo encontraram diferencas estatisticas em relacdo ao CD
303 (DC plasmocitoide) em relagdo aos grupos estudados. Por outro lado,
Botari et al., em 2014, demonstraram aumento significativo da expressao
das células dendriticas CD1a no infiltrado inflamatério da mucosa jugal de 26
pacientes portadores de leucemia mieloide crbnica que apresentaram a
doenca do enxerto versus hospedeiro crénica.

No LE, as células dendriticas estdo envolvidas na patogénese, na
terapéutica, assim como no diagnostico diferencial com outras doencas,

notadamente o Liquen Plano (Bardawil et al., 2021).
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3.13 Células dendriticas e lupus eritematoso

As células dendriticas participam de diversas formas da patogénese do
LE, desde a iniciacdo, amplificacdo e perpetuacdo da doenca
(Kaewraemruaen et al., 2020; Fetter et al., 2022). Elas estimulam a liberag&o
e producao de citocinas inflamatorias como IL6 e IFN tipo I, as quais medeiam
a cascata dos fendmenos inflamatoérios da doenca. Além do mais, parecem
apresentar funcbes alteradas como: diminuicdo da habilidade de fagocitar
células apoptoticas, processamento inapropriado e apresentacdo anormal de
antigenos. Essas acOes deficientes levam a uma estimulacdo excessiva de
células B autorreativas que reagem aos antigenos nucleares, levando a
manutencao de um estado de autoimunidade (Kirchhof e Dutz, 2014; Fetter et
al., 2022). Os efeitos das células dendriticas nas respostas humorais do LE ja
foram demonstrados em modelos animais por Teichmann et al. (2010).

Também se atribui as células dendriticas a participacao na quebra da
tolerancia no LE. O aumento de mediadores inflamatérios decorrentes da
formacdo de autoantigenos, resultantes de apoptose, parece ativar mais
facilmente as cDC, levando a diminuicdo da tolerancia (Chan et al., 2012).
As cDC participam do desbalanco entre as células T reguladoras (Treg) e
Th1l7 envolvidas na patogénese do LE. Acredita-se que o aumento de
citocinas IL6 e TNF alfa decorrente do contato das cDC com os restos
apoptoticos, leva a diminuicdo das T reguladoras e aumento das Thl7
(Oukka, 2008; Chan et al., 2012; Kaewraemruaen et al., 2020). O aumento
da producao de citocinas da familia Th17 (IL17 e IL23) e a diminuicdo das T
reguladoras sédo observados em pacientes com LES e relacionados com a

piora da doenca (Oukka, 2008; Chan et al., 2012).
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Alteracbes nas células de Langerhans também ja foram descritas.
Sontheimer e Bergstresser (1982) identificaram mudancas na morfologia,
diminuicdo na densidade, perda dos processos dendriticos e ocasionalmente
a presenca de aspectos bizarros nas CLs das lesGes de 7 pacientes com LE
(5 LECSA e 2 LED). King et al. (2015) demonstraram, em modelo animal, a
importancia da CL para manutencao da tolerancia imunolégica da pele.

A grande producdo de IFN tipo | no LES é atribuida as células
dendriticas plasmocitoides ativadas. Embora estejam em baixo niamero no
sangue de pacientes com LES, podem ser encontradas nos ganglios
linfaticos, na pele e em 6rgados alvos desses pacientes.

Considera-se que essa producdo aumentada de IFN | seja
desencadeada pela formac&o de complexos imunes que sdo posteriormente
detectados por TLR (do inglés Toll-like receptor) tipo 7 e 9. Essa acéo
resulta na ativacdo de pDC e, em efeito, na secrecdo de IFN tipo | (Seitz e
Matsushima, 2010; Li et al., 2018; Sakata et al.,2018; Kaewraemruaen et al.,
2020; Maz e Kahlenberg, 2020; Fetter et al., 2022).

No LES, os neutrofilos também atuam como fonte de acidos nucleicos
enddgenos que ativam as pDCs. Nesse caso, ap0s serem expostos aos
anticorpos especificos de ribonucleoproteinas, os neutroéfilos liberam NETs
gue contém cromatina de DNA, peptideo antimicrobiano catelicidina (CAMP)
e HMGB1, os quais ativam o TLR9 nas pDCs, resultando, também, na
secrecdo de IFN tipo | (Kaewraemruaen et al, 2020). Ainda o0s
glicocorticoides enddgenos influenciam na homeostase e na sobrevivéncia

das pDCs (Swiecki e Colonna, 2015).
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Além da participacdo no LE através da producdo de IFN tipo I, as
pDCs também sado responsaveis pela liberacdo de outras citocinas
inflamatorias como o TNF-a, IL-6 e a molécula BAFF e a apresentacao de
antigenos as células T CD4+ (Maz e Kahlenberg, 2020). Estudos em
modelos animais com LE relacionaram a deplecédo de pDc com a melhora da
autoimunidade, demonstrando a participacdo dessas células no LES
(Rowland et al.,2014).

No LEC, as pDCs também exercem um papel relevante. Desde o
trabalho de Farkas et al. (2001), demonstrando a presenca das pDCs nos
infiltrados das lesBes cutaneas do LE, elas ganharam destaque na
patogénese da doenca, identificadas como a origem da producdo anormal
de IFN tipo | (Saadeh et al., 2016; Maz e Kahlenberg, 2020; Zhou et al.,2021;
Fetter et al., 2022). Recentemente, Karnell et al. (2021), confirmaram a
importancia das pDCs na producdo do IFN-tipo | no LEC. O uso de um
anticorpo monoclonal (anticorpo monoclonal anti-ILT7) foi capaz de reduzir
as pDcs residentes no tecido de lesfBes cutdneas de pacientes com LEC,
levando a diminuicdo da atividade local de IFN- tipo | e a melhora da
atividade clinica da doenca.

Além do mais, IFN produzido pelas pDcs também exerce uma relacdo
importante com o infiltrado de células imunes no LE. Wenzel et al., (2007)
demonstraram que o padrdo de expressdo de uma proteina induzida pelo
interferon pode refletir as caracteristicas de distribuicdo dos infiltrados nos
diferentes tipos de LE cutaneo. Por conseguinte, correspondendo a localizacao

do IFN, o infiltrado se localiza na derme superior no LED e LESA, enquanto nas
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formas de LE profundo e tdmido, adquirem distribuicdo subcutanea e
perivascular, respectivamente. Mais tarde Tomasini et al. (2010) relacionaram o
arranjo das pDCs nos infiltrados com as diversas formas de LE.

As células dendriticas plasmocitoides podem, também, produzir INF-
a, um membro da familia do IFN-tipo I, e sua producéo pode ser induzida por
exossomas (vesiculas de 30-90 nm, secretadas para 0 meio extracelular por
varios tipos de células, inclusive queratindcitos) (Zhou et al.2021). Isso
demonstra que os queratinécitos tém a capacidade de induzir a producéo de
INF-a pelas pDCs, regulando, assim, a imunidade cutanea no LEC (Zhou et
al.,2021).

O INF-a induz a liberacdo de ligantes de quimiocinas (CXCLS9,
CXCL10 e CXCL11), que tém em comum os receptores CXCR3 e recrutam
células Thl e células T CD8+ para a pele lesada. As pDCs expressam 0s
receptores CXCR3, podendo, desse modo, ser recrutadas para a pele
inflamada em resposta a producédo local de IFN-a. Vermi et al. (2009)
demonstraram que as pDCs podem ser observadas na juncdo dermoepitelial
em associacado com células T citotoxicas, nas areas de severo dano epitelial.

As pDCs também expressam L-selectin em grande quantidade e seu
ligante PNAd (do inglés, peripheral lymph node addressin) € encontrado nas
células endoteliais nas lesGes cutaneas de LE, indicando recrutamento das
pDCs para os sitios da inflamacao.

Outra evidéncia demonstra que chemerin, uma proteina
multifuncional, que promove quimiotaxia para pDCs, tem a expressao

aumentada nas lesdes cutaneas de LE.
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As pDcs, assim como 0s queratindcitos e as células citotdxicas,
podem também produzir Interferon tipo lambda (IFN-A), membro da familia
do Interferon tipo Ill. E o IFN-A pode ser encontrado na epiderme de lesdes
de LED e LECSA. A producédo de IFN -A, assim como IFN-a pelas células
dendriticas plasmocitoides perpetuam a resposta imune, indicando que o
IFN-tipo 1ll coopera com o IFN tipo | na patogénese do LEC (Zhou et al.,
2021).

As fDCs também participam da fisiopatologia do LE. Sabe-se que as
fDC participam da remocdo de materiais apoptoticos e adquirem
autoantigenos e os apresenta as células B. Além disso, as fDC protegem as
células B da apoptose nos centros germinativos pelo fornecimento de
ligantes (Notch e BAFF). Assim, as fDC promovem a sobrevivéncia das
células B. Portanto, defeitos na limpeza de materiais apoptéticos e de
células B podem proporcionar um ambiente propicio para a formacdo de
autoantigenos, sugerindo que a fDC possam estar relacionadas com a
inducao do LE (Seitz e Matsushima, 2010; Zhou et al.2021).

Em vista disso, na fisiopatologia do LE, ha a provavel participacdo de
diversas células dendriticas, principalmente as DC plasmocitoides, DC
foliculares, DC convencionais e as células de Langerhans. Nos variados

estudos, as DC séao identificadas por meio de marcadores proteicos.
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3.13.1 Estudos de células dendriticas plasmocitoides no LE

Na literatura, as DC plasmocitoides sdo comumente identificadas
através da imuno-histoquimica pela expressao da proteina CD123 (Farkas et
al., 2001; Tomasini et al., 2010; Brown et al., 2014; Walsh et al., 2015;
Kolivras et al., 2016; Fening et al., 2016; Liau et al., 2013; Chen et al.,
2019b; Karagun et al., 2021). Nas condi¢cdes normais, ndo sdo encontradas
na pele. Todavia, Farkas et al., em 2001, conseguiram demonstrar que as
pDcs podem estar presentes em cenarios inflamatorios. Os autores foram os
primeiros a confirmar o aumento de células dendriticas plasmocitoides
(CD123) nas lesfes cutaneas de LES. Desde entdo, diversos estudos foram
realizados utilizando as pDCs como auxiliar no diagnostico diferencial de
diversas patologias.

Tomasini et al. (2010) estudaram a presenca e distribuicdo das DC
plasmocitoides, utilizando CD123, em uma série de patologias cutaneas,
inclusive o LE (17 LES; 54 LED; 32 LE tumido). Concluiram que ha
diferencas na distribuicdo das pDCs nas diferentes doencas, podendo essas
servirem como auxiliar no diagnéstico diferencial do LE. Identificaram
agrupamentos (“Clusters”) de pDC maiores e mais largos no LE,
diferentemente das demais patologias. Quanto aos varios tipos de LE,
observaram uma distribuicdo superficial no LES e LED, enquanto no LE
tumido as pDC tenderam a se localizar préximo ao plexo vascular profundo.
Em relagdo a dermatomiosite, notaram padrdes semelhantes ao LES com
correlacdo positiva entre a intensidade do infiltrado inflamatério e a

guantidade de grupos de pDC.
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McNiff e Kaplan (2008) observaram maior expressdo de pDCs
(CD123) no LE predominantemente localizadas na derme, enquanto na
dermatomiosite situavam-se mais na epiderme.

Brown et al. (2014) demonstraram que as lesdes de LE,
apresentavam menos células T regulatorias e mais pDC, na forma de
“cluster”, compreendendo quase 20% do infiltrado em comparagdo com as
lesbes de Roséacea.

Walsh et al. (2015) constataram que a presenca das pDCs pode
representar uma forma auxiliar de diagnostico nos casos suspeitos de LE,
com acuracia de 77%, na comparacdo do infiltrado inflamatério de lesdes
cutaneas de LED hipertréfico e o de doencas inflamatérias e neoplasicas. Ja
Ko et al. (2011) obtiveram expressdo intensa de CD123 na juncao
dermoepidérmica de todos os espécimes de LE hipertrofico, enquanto nos
casos de CEC e de Queratose actinica, a imunomarcagao ocorreu em raras
amostras.

Karagun et al. (2021), demonstraram expressdo positiva de CD123
nas amostras de LEC, erupcdo polimorfa a luz, pitiriase rosea e micose
fungoide, porém com maior imunomarcacdo no LEC e Erupc¢éo polimorfa a
luz.

Variados autores utilizaram a expressao de CD123 pela técnica de
imuno-histoquimica, como diagndstico diferencial entre as alopecias
cicatriciais de LE e as de outras etiologias como Liquen Plano Pilar, Alopecia
Frontal Fibrosante e Alopecia Central Cicatricial Centrifuga (Sleiman et al.,

2015; Kolivras et al., 2016; Fening et al., 2016; Rakhshan et al., 2020).
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Observaram expressao aumentada de pDcs nos casos de LE, agrupadas e
distribuidas na regido perivascular, periecrina, perifolicular e envolvendo a
juncéo dermoepidérmica.

Recentemente, Krishnamurthy et al. (2022) estudaram a distribuicao
de CD123 em 69 casos de alopecias cicatriciais e nao cicatriciais, de
diversas etiologias como LE, Foliculite decalvante, alopecia areata e
tricotilomania. No LE, 85% das amostras (n = 17 de 20), apresentaram
expressdo CD 123 nas regifes dos infiltrados dérmicos perifoliculares,
periécrinos, superficiais e profundos. Nos trés casos onde nédo se
observaram imunomarcacédo de CD123, o infiltrado foi escasso. As demais
alopecias foram, na sua grande maioria, negativas para a expressao de CD
123.

Gonzalez-Cruz et al. (2018) encontraram agregados de pDCs
(CD123) em todos os 12 casos de Paniculite lapica. Em um deles, as pDcs
localizaram-se na juncdo dermoepidérmica.

Muitos estudos demonstraram expressao agrupada e aumentada de
CD123 na Paniculite lupica quando comparada com casos de linfoma de
células T subcutaneo paniculite like, um dos seus principais diagnésticos
diferenciais (Liau et al., 2013; LeBlanc et al. 2016, Sitthinamsuwan et al.,
2018; Chen et al. (2019Db).

Diferentemente do LE, as pDCs presentes nos linfomas apresentam-
se em pequenos grupos (Bosisio et al., 2015). De acordo com Liau et al.
(2013), as alteracbes de interface epidérmicas observadas no LE sé&o

correspondentes a presenca das pDC na derme papilar.
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Chen et al. (2019b) compararam a expressdo de CD123 entre as
lesbes de LE cutdaneo com as de Micose Fungoide, reafirmando a utilidade
da expressao imuno-histoquimica de CD123 no diagndstico diferencial entre
LE e as formas de linfoma. Ainda, Roda et al. (2019) descreveram um caso
de LE cutaneo cronico que histopatologicamente mimetizava uma micose
fungoide. A expressédo de CD123 aumentada na juncdo dermoepidérmica foi
decisiva, juntamente com a presenca do deposito de mucina e o
espessamento da membrana basal para firmar o diagnostico de LE.

Wang et al. (2017) compararam a expressdo de CD123 entre 39
amostras de eritema pérnio idiopatico e 20 lesdes cutaneas de perniose
lGpica ou Chilblain IGpus, porém ndo demonstraram diferencas entre os dois
grupos.

Recentemente, Chanprapaph et al. (2022) realizaram uma andlise
comparativa da expressdo de CD123 pela técnica de imuno-histoquimica
nas lesdes orais (12 LE, 39 LP e 19 lesfes liquenoides) e observaram
aumento da proteina CD123 nas lesdes de LE oral em relacdo ao Liquen
plano (LP) oral, localizados, principalmente, na jun¢cdo mucosa-submucosa e
nas areas superficiais e profundas perivasculares. Quando comparado com
as outras lesBes liquenoides, as pDcs foram encontradas de forma mais

numerosa no LE e no LP orais.
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3.13.2 Estudos com células dendriticas foliculares no LE

Poucos sdo os estudos sobre a participacdo das células dendriticas
foliculares no LE. Nesses estudos, as DC foliculares sao identificadas pela
expressdo do marcador proteico CD21 (Baumann et al., 2002; Balanescu et
al., 2010; Das et al., 2017).

Baumann et al., em 2002 verificaram a presenca de fDC em pacientes
com LES. Seus achados sugeriram que os debris apoptéticos ndo eram
completamente retirados pelos macréfagos dos centros germinativos
linfoides e, consequentemente, autoantigenos nucleares se ligariam as fDC
responsaveis pela sinalizacdo as células B autorreativas, promovendo a
autoimunidade.

Em 2010, Balanescu et al. estudaram os componentes celulares,
inclusive as ceélulas dendriticas CD21, do infiltrado inflamatorio de 20
amostras de lesdes de LECSA, comparados com controles saudaveis e
observaram diminuicdo dessas células no infiltrado das lesdes cutaneas.

Das et al., em 2017, utilizando camundongos com LES, observaram
que DC foliculares (CD21) secretavam IL6 e fator ativador de célula B
(BAFF). Além disso, captavam e retinham complexos autoimunes compostos
de proteinas ribonucleotideas, autoanticorpos e complemento. Isto
desencadeava TLR7 endossomal e levava a secrecado de interferon IFN tipo
I. O bloqueio da secrec¢do de IFN tipo | pelas fDC restaurava a tolerancia de
células B e reduzia a quantidade de centros germinativos nos tecidos
linfoides e autoanticorpos patogénicos. Assim, demonstraram que as fDCs

sdo uma fonte critica de autoimunidade (Das et al., 2017).
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3.13.3 Estudos com células dendriticas convencionais e células de
Langerhans no LE

As DC convencionais, assim como as células de Langerhans, podem
ser identificadas pela expressao da proteina CD1a (Abreu-Velez et al., 2009;
Xie et al., 2011; Li et al., 2018; Nasiri et al., 2018). No entanto, no caso das
CL, além da expressdo proteica CDla, que € especifica para CL em
humanos, ha similarmente um marcador mais importante identificado como
Langerina (Romani et al., 2010).

No LE cuténeo, os estudos com esses marcadores demonstram em
geral uma deplecdo dessas células na epiderme e migracdo das mesmas
para a derme.

Assim, Mori et al. (1994) demonstraram diminuicdo da expresséo de
CD1a (células de Langerhans) na epiderme de lesbes atroficas de LED, e
presenca das mesmas na derme das lesbes cutaneas de LED (oito
amostras) e de LESA (cinco espécimes), comparadas com a pele normal.

Abreu-Velez et al. (2009) demonstraram a presenca de células
dendriticas CD1a no foliculo piloso, ao redor da zona da membrana basal e
das glandulas sebaceas préxima ao pelo em um paciente com LES.

Xie et al. (2011) encontraram aumento de CDla no infiltrado
inflamatorio de 5 amostras de lesbes cutaneas de LED comparadas com
controle normal, porém nao obtiveram significancia estatistica.

Nasiri et al. (2018) observaram diferencas nos padrdes de distribuicao
e densidade de CD1la, com diminui¢do significativa da concentracdo de CL

na epiderme de LED e na regiéo perifolicular do LPP.
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Van Joost et al. (1985), estudaram as células de Langerhans no LE
oral, porém por meio do marcador OKT-6, em uma Unica paciente com LED.
Observaram poucas CL tanto no epitélio quanto na lamina propria de apenas
3 lesbes orais obtidas da lingua e mucosa bucal.

Visando a um maior entendimento do LE oral, estudos imuno-
histoquimicos ja foram realizados. Em 2006 e 2007, Lourenco et al.
estudaram o perfil celular do epitélio e do infiltrado inflamato6rio. Marques et
al. (2010), pesquisaram o perfil das citocinas das lesbes de LE da mucosa
oral.

Diante dos achados anteriores e a caréncia de trabalhos cientificos,
propomos estudar o papel das células dendriticas nas lesdes orais de LE,
através da avaliacdo da imunoexpressao das proteinas CDla, Langerina,
CD21 e CD123. E devido a importancia da acdo da RUV sobre as células
dendriticas, buscou-se demonstrar possiveis diferencas entre as expressdes
dessas proteinas nas lesbes mucosas de LE oral expostas e ndo expostas a

radiacdo ultravioleta.



4 METODOS
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4.1 Aprovacio do Comité de Etica

Este projeto esta de acordo com os principios da Resolucéo 196/96 do
Conselho Nacional de Salde e foi submetido & analise do Comité de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (HC-FMUSP), tendo sido aprovado em 16 de marco de 2017, sob o

namero do Parecer 1.967.787. A carta de aprovacao encontra-se no Anexo A.

4.2 Casuistica

Trata-se de um estudo observacional transversal retrospectivo.

A amostra foi selecionada dos arquivos do Laboratério de
Dermatopatologia da Divisdo de Dermatologia do HC-FMUSP, sendo
composta de 60 espécimes oriundas de bidpsia de lesdes orais de doentes
com diagndstico clinico e histopatoldgico de lupus eritematoso, fixados em
formol tamponado e conservados em parafina, sem restricdo de género ou
faixa etaria, com ou sem tratamento, acompanhados nos Ambulatérios de
Colagenoses e de Estomatologia do Departamento de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao

Paulo, no periodo de 2003 a 2019.
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Os dados clinicos e epidemiolégicos tais como idade, sexo, raca,
localizacéo e apresentacéo clinica das lesbes orais do LE, forma e duracéo
da doenca, foram incluidos na analise e foram obtidos por meio da avaliacéo
de prontuarios dos arquivos do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Posteriormente, as 60 lesdes orais foram divididas em 2 subgrupos: o
primeiro, composto de amostras de mucosa intraoral (ndo expostas ao sol),
obtidas da mucosa jugal, do palato, lingua, gengiva e da mucosa labial
superior (n = 40); e o segundo, de espécimes de semimucosa oral (expostas
ao sol), obtidas sempre do vermilido (vermelh&o) do labio inferior (n = 20).

O grupo controle, também denominado grupo de mucosas saudaveis,
foi formado por amostras de fragmentos de mucosa oral sadia, obtidas
retrospectivamente de 10 pacientes submetidos a exodontia de terceiros
molares, cujas margens cirdrgicas foram encaminhadas para exame
anatomopatoldgico e posteriormente mantidos nos arquivos do Laboratério
de Dermatopatologia da Divisdo de Dermatologia do HC-FMUSP. A
finalidade do grupo controle foi comparar os aspectos teciduais da mucosa
de pacientes ndo portadores de LE, sem o0 escopo de comparar dados

clinico- epidemiolégicos.

4.2.1 Critérios de excluséao
Foram excluidos do estudo espécimes com material insuficiente para

analise e/ou sem prontuarios.
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4.3 Classificacao das Lesdes Orais

As 60 lesbes orais coletadas foram classificadas clinicamente em
lesbes agudas, subagudas e crbénicas, de acordo com Nico et al. (2008), pelo
seu aspecto clinico-morfolégico obtido de dados do prontuario e, em casos
duvidosos, segundo analogia com lesGes cutaneas presentes no mesmo
doente. Foram consideradas como lesdes cronicas aquelas com aspecto
tipico, frequentemente descritas como “discoides”, “queratéticas”,
“verrucosas”, em “favo de mel’ e “ulcerada cronica”. Quanto as lesdes
subagudas - lesdes mucosas bem demarcadas, arredondadas,
eritematosas, levemente deprimidas, em doentes com LE cutaneo subagudo
tipico; lesdes agudas — lesdes com aspecto tipico descrito frequentemente
como “purpurico”, “erodido”, “aftoide” ou “bolhoso”, comumente afetando

doentes com envolvimento sistémico grave (Nico et al., 2008).

4.4 Avaliacao Histopatologica

Os espécimes das bidpsias realizadas para confirmagéo e documentacao
do diagnéstico de LE oral dos 60 casos incluidos, subdivididos em lesGes de
Mucosa intraoral (area nao exposta ao sol) (n = 40) e Semimucosa (area exposta
ao sol) (n = 20) assim como as 10 amostras do grupo controle (grupo de
mucosas saudaveis) foram analisados morfologicamente por microscopia optica
de luz. Os cortes de 5 ym dos espécimes estudados embebidos em parafina
foram processados histologicamente, preparados e corados por
hematoxilina/eosina (HE) e &cido periddico de Schiff (PAS), para analise

histopatolégica dos espécimes por dois pesquisadores.
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O diagnostico anatomopatoldgico do LE oral foi baseado na analise
do HE e também na coloracdo de PAS, utilizada com a finalidade de avaliar
0 espessamento da membrana basal. Para demonstracdo da presenca e
localizacéo do depodsito de mucina nos espécimes, foi escolhida a coloracéo
de Alcian Blue (Ph = 2,5) (Schigdt, 1984; Jonsson et al., 1984; Karjalainen e
Tomich, 1989; Nico et al., 2008; Champrapaph et al., 2022).

No epitélio, foram analisadas as seguintes caracteristicas histologicas
através do HE: hiperqueratose, hiperplasia, atrofia, acantose,
hipergranulose, espongiose e vacuolizacdo dos queratindcitos basais/
degeneracéo hidrépica, apoptose/corpos apoptoticos, exocitose de linfocitos
e atipia epitelial (Andreasen e Poulsen 1964; Schigdt, 1984; Jonsson et al.,
1984; Karjalainen e Tomich, 1989; Orteu et al., 2001; Lourenco et al., 2007;
Lépez-Labady et al.,, 2007; Nico et al., 2008; Ranginwala et al., 2012;
Chanprapaph et al., 2022).

Na lamina prépria, foi avaliado o edema intersticial e de endoteliécitos,
a presenca de trombos e o infiltrado inflamatério.

Detalhadamente, foi realizada a analise do infiltrado inflamatorio
segundo sua constituicao celular, localizacdo e padréo de apresentacao.

De acordo com os componentes celulares, o infiltrado foi definido
como:

a) linfomononuclear quando formado por células mononucleares tais
como mondcitos, macréfagos, linfécitos e plasmacitos; b) Linfoplasmocitario,
guando constituido predominantemente por plasmécitos e linfocitos; c)

Linfocitario, quando formado por linfocitos; d) Linfoplasmocitario com raros
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ou alguns neutrdfilos, quando presentes as ceélulas anteriormente citadas
associadas a neutrofilos (Urman et al., 1978; Schigdt, 1984; Jonsson et al.,
1984; Burgue et al.,1989; Orteu et al., 2001; Lourenco et al., 2007;
Chanprapaph et al., 2022). Quanto a localizacdo, foi dividido em: a)
superficial - quando presente na lamina prépria superficial e/ou na juncéo
epitélio/lamina propria; b) perivascular profundo - quando localizado
profundamente na lamina prépria ao redor dos vasos e, c) infiltrado ao redor
das glandulas salivares, quando presentes (Andreasen e Poulsen 1964;
Schigdt, 1984; Jonsson et al., 1984; Karjalainen e Tomich, 1989; Orteu et al.,
2001; Lourenco et al., 2007; Nico et al., 2008; Chanprapaph et al., 2022).

Quanto ao padréo, foi classificado em focal (em pequenas areas
préximas a membrana basal ou ao redor dos vasos), difuso (infiltrado em
faixa); liguenoide (infiltrado em faixa acompanhando a membrana basal,
associado a necrose de queratindcitos basais) (Andreasen e Poulsen 1964;
Schigdt, 1984; Orteu et al., 2001; Lourenco et al., 2007; Lopez-Labady et al.,
2007). Para a avaliacdo da intensidade dos infiltrados, foram utilizados os
termos ausente (0); leve/incipiente (também interpretado como minimo ou
pouco) (+); moderado (++) ou intenso/forte (+++) (Schigdt, 1984).

O grupo controle/mucosa saudavel foi comparado com o subgrupo de
LE de mucosa intraoral (n = 40), por ser formado por amostras que foram

obtidas de restos de cirurgia de exodontia.
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4.5 Imunofluorescéncia Direta
O exame de imunofluorescéncia direta foi realizado em 53 dos 60

espécimes cujos dados foram obtidos dos respectivos prontuarios.

4.5.1 Técnicade imunofluorescéncia direta

As amostras de lesdbes de mucosa oral foram transportadas
acondicionadas em meio de Michel, armazenadas com crioprotetor e
colocadas em freezer a -20°C, para posterior corte em criostato a -20°C, em
fragmentos de espessura de 4 y. Os cortes obtidos foram colocados em
lamina silanizada (trés cortes por lamina) e receberam o0 conjugado
constituido por uma anti-imunoglobulina humana produzida em animal
imunizado e associada a um fluorocromo = conjugado FITC diluido em Azul
de Evans. Foram utilizados conjugados anti-humanos anti-lgG, anti-IgM,
anti-lgA e anti-C3 (marca Sigma Aldrich). Sob temperatura ambiente, os
cortes permaneceram com 0 conjugado por 30 minutos, em camara Uumida
no escuro, para a formacédo do imunocomplexo. Posteriormente, as laminas
foram lavadas em TBS (tampéo trizma base com cloreto de calcio) pH 7,5
por 20 minutos e montadas com glicerina tamponada (pH 8,5) e lamina de
vidro. Foram mantidas no escuro e sob refrigeragcdo até o momento da
leitura em microscopio de fluorescéncia HBO 50w (filtro CB12) marca Carl
Zeiss, com oculares de 10x e objetivas de 16x e 40x, acoplado a uma

camera fotografica, para registro dos resultados.
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4.6 Avaliacdo dos Espécimes por Imuno-histoquimica

ApoOs a confirmacdo diagnostica, os espécimes foram submetidos ao
processamento imuno-histoquimico, utilizando novos cortes de espessura de
3 um de cada caso. A reacao imuno-histoquimica foi realizada por meio da
técnica da imunoperoxidase, empregando os anticorpos CDla, CD 21, CD
123 e Langerina, cujo protocolo foi padronizado para cada um deles, como

descrito e resumido no Quadro 1.

Quadro 1 - Anticorpos utilizados, clones, titulacdo e procedéncia

Anticorpo Procedéncia . Recuperacéao Antico,rpo
e Titulacéo G secundario e Controle
primario e clone antigénica ~
rocedéncia
Tampéo citrato pH Novolink™
CDla Dako 010 1:100 P PP Max Polymer Tonsila
6,0/Steamer )
Detection System
Cell marque Tampéo Citrato pH NOEIlL S
CDh21 q 1:100 P PP Max Polymer Tonsila
2G9 6,0/ Steamer .
Detection System
Invitrogen Tampdo Tris- Novolink™ Liquen
CD123 CIone%HG 1:50  EDTA pH 9,0/ Max Polymer P‘ﬁano
Banho-Maria Detection System
X Novolink™
Langerina el e 1:500 LGl eI oo Max Polymer Pele
12D6 6,0/ Steamer .
Detection System

4.6.1 Técnica de imuno-histoquimica

Foram inicialmente desparafinizados cortes de 3 pm dos 60
espécimes de LE oral, selecionados em trés banhos de xilol: o primeiro, a
60°C por 30 minutos; o segundo e o terceiro, a temperatura ambiente por 10
minutos cada. A seguir, os cortes foram reidratados em cadeia descendente
de etanol (dois banhos de 2 minutos cada em etanol 100%, dois banhos de 2
minutos cada em etanol 95%, respectivamente) e imersos em solucao de

hidréxido de amodnia a 10% durante 10 minutos para a remocdo de
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pigmentos formolicos. Apds lavagem em agua corrente por 5 minutos e agua
destilada por 5 minutos, a recuperacdo dos epitopos antigénicos foi
realizada com tampéao citrato pH 6,0 em steamer por 45 minutos (com
excecdo do anticorpo CD123 que passou por recuperacao antigénica com
tampéo Tris-EDTA ph 9,0 em banho-maria por 20 minutos). Apds esse
periodo, as laminas passaram por tempo de resfriamento (20 minutos), em
temperatura ambiente.

Apos a lavagem em agua corrente e agua destilada, foi realizada a
incubacdo do material em solucdo de peréxido de hidrogénio 20 volumes,
dois banhos por 10 minutos cada, com o intuito de bloguear a peroxidase
endogena tecidual. Repetida a lavagem com agua corrente e agua destilada,
os cortes foram imersos duas vezes em solucédo Tris HCI pH 7,4 por cinco
minutos cada.

Em seguida, os cortes foram incubados em leite Molico a 10% diluido
em PBS pH 7,4 por 30 minutos com intuito de bloguear eventuais proteinas
inespecificas.

Foi realizada a incubacdo primaria dos anticorpos analisados
“overnight (Quadro 1). Os procedimentos posteriores foram sempre
precedidos de duas lavagens em solucédo Tris HCI pH7,4.

Apés a incubacdo com o anticorpo primario, os espécimes foram
incubados com anticorpo secundario sistema Novolink™, de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Para a etapa de revelacdo, os espécimes foram incubados com o

cromégeno diaminobenzidina — DAB (Dako Cytomation™) - por 3 minutos,
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que evidenciou a reacdo por meio de coloracdo acastanhada. Os cortes
foram posteriormente lavados em agua corrente e agua destilada e
contracorados com hematoxilina de Carazzi por 5 minutos. Posteriormente,
foram montados em resina Erv-mount™ para o exame ao microscopio de luz.

Os controles negativos das reacdes supracitadas foram realizados por
meio da incubacdo de espécimes com soro ndo-imune, e 0S positivos
pertinentes foram incluidos de acordo com as especificacbes de cada
anticorpo.

A andlise imuno-histoquimica dos mesmos anticorpos foi realizada
nos 10 espécimes de mucosa de individuos ndo portadores de LE (grupo
controle/mucosa saudavel), mantidos nos arquivos do Laboratério de
Dermatopatologia da divisdo de Dermatologia do HC-FMUSP obtidos
retrospectivamente e originarios de cirurgia dentaria (exodontia de terceiros

molares).

4.7 Anélise Morfométrica
O método de avaliacdo da expressdo das proteinas nas células
dendriticas foi quantitativo, levando-se em conta a topografia das células

dendriticas imunomarcadas.
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4.7.1 Captura e anélise das imagens

As imagens histologicas foram obtidas por meio de microscoépio de luz
Zeiss Axioskop 40 (Zeiss, Goettingen, Germany), conectado a uma camera
digital Zeiss AxioCam MRc e ao programa Axiovision Release 4.8.2.

Para a andlise das imagens, foi empregado o programa Image Pro
Plus (versdo 4.1 para Windows 98/NT/2000, media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA). O programa permite a captura da imagem digital com
possibilidade de insercdo de grade de correcdo, marcacdo e contagem das
areas de interesse. As imagens capturadas foram armazenadas no formato
JPEG (Joint Photographic Experts Group).

Inicialmente, foi realizada a padronizacéo de cores pela calibracdo do
programa Image Pro Plus, com base na resolucdo da imagem.
Posteriormente, apds a captura das imagens em objetivas de 40X, foram
selecionados 20 campos no total (10 campos do epitélio e 10 campos da
lamina préopria) de cada amostra das lesbes orais de LE e do grupo
controle/mucosa saudavel, para as seguintes proteinas: CDla, Langerina,
CD21 e CD 123. Os campos foram selecionados de forma padronizada
(sempre iniciando na extremidade esquerda, indo para o centro e depois
para a extremidade direita), com intuito de obter maior amostragem de cada
lamina. Foram ainda analisadas, em cada amostra, para cada marcador
proteico, mais trés campos com maior concentragdo (‘hot spots”) dos
agrupamentos localizados na lamina prépria, nas regides superficiais

(superficial/juncao epitélio- lamina prépria) e profundas ao redor dos vasos.
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Em todo processo, houve, eventualmente, variacdes no nimero de imagens
geradas, devido a diferencas nas areas teciduais totais de cada caso.

A guantificacdo da expressao imuno-histoquimica de cada marcador
(CD1la, Langerina, CD21 e CD 123) foi feita por meio da técnica da
segmentacdo semiautomatizada, no programa Image Pro-plus que
discriminou as areas de interesse (epitélio, lamina prépria e as regides
superficiais e profundas) nos campos selecionados, delimitados pela prépria
ferramenta do programa. A area positiva, assim como a area total de cada
segmento pesquisado, foi registrada. Os resultados provenientes das
analises morfométricas foram anotados manualmente e depois transferidos
para tabelas informatizadas. Abaixo, nas Figuras de 2 a 8, exemplos da

guantificacéo realizada pelo programa Image Pro-plus.

" Image-Pro fus - 1255-2-07 COA 1-100 €799 (111 =9 %
Rl Edt Acure Enhance Process Measure Maoo Window Help
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P Digite aqui pars pesquaar

Figura 2 - Imagem digitalizada inicial do epitélio da amostra de paciente com LE oral
com expresséo positiva de CD1a
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Figura 3 - Imagem com maior aproximagdo (20X) da selecdo da area do epitélio da
amostra de paciente com LE oral com expresséao positiva de CD1a
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Figura 4 - Imagem digitalizada do epitélio da amostra de paciente com LE oral com
expresséo positiva de CDla e a padronizacdo da cor de marcacéo
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Figura5 - Imunomarcac¢ao da proteina CDla visualizada através da cor vermelha no
epitélio da amostra de paciente com LE oral
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Figura 6 - Selecdo e contagem da imunomarcagdo positiva da proteina CDla
(contagem em verde) no epitélio da amostra de paciente com LE oral
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Figura 7 - Soma da imunomarcacgao positiva da proteina CDla (em verde) no epitélio
da amostra de paciente com LE oral
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Figura 8 - Soma da area do campo do epitélio da amostra de paciente com LE oral
com expressdo positiva de CDla
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4.8 Anadlise Estatistica

Todos os resultados foram analisados estatisticamente. Para as
frequéncias e distribuicbes das variaveis clinico-epidemiologicas e
histolégicas do estudo considerando os grupos de LE oral (n = 60), subdivido
em lesdes de Mucosa intraoral (area ndo exposta ao sol) (n = 40) e
Semimucosa (area exposta ao sol) (n = 20), foram calculadas as medidas de
tendéncia central (média, mediana, desvio padrdo, intervalo de confianca e
significancia) e foram identificadas as variaveis com distribuicdo normal por
intermédio do teste de Shapiro-Wilk. As analises consideraram confiabilidade
de 95%. As correlacdes testaram a hipdtese nula pelo teste de Spearman
(HO - ndo ha correlacdo entre as variaveis). Os pares de variaveis que
obtiveram significancia (p) menor do que 5% descartaram a hipétese nula e
adotaram a hipotese alternativa (H1 - ha correlacdo entre as variaveis) e
foram tabuladas com as informacbes das significAncias e com o
correspondente Coeficiente de Correlacdo (Rho de Spearman), que indica a
forca da correlacdo. Para as varidveis que nao seguem a distribuicdo
normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os dados
foram previamente tabulados com programacdo Python, em ambiente
JupyterLab (Versdo 1.2.6) e analisados com linguagem R, no ambiente
RStudio (Versao 1.2.5042).

Adicionalmente, foi realizada a avaliacdo estatistica dos dados
histolégicos, utilizando os modelos citados acima entre as lesdes da mucosa

intraoral (n = 40) e as lesBes do grupo controle/mucosas saudaveis (n = 10).
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Para comparar os dados morfométricos das expressdes imuno-
histoquimicas das proteinas CDla, Langerina, CD123 e CD21 foram
considerados os grupos Controle/Mucosa Saudavel (n = 10) e os subgrupos
Mucosa intraoral (area ndo exposta ao sol) (n = 40) e Semimucosa (area
exposta ao sol) (n = 20) e a distribuicdo das proteinas quanto a sua
localizacéo no epitélio, lamina propria e, dentro desta, nas areas superficiais
(superficial/ juncédo epitélio-lamina propria) e nas areas perivasculares
profundas. Como os dados ndo seguem a distribuicdo normal, foi utilizado
para a analise estatistica 0 modelo linear generalizado, com distribuicdo de
probabilidade tipo Tweedie, e comparacdo post-hoc pelo procedimento de
Sidak. O nivel de significancia usado foi p < 0,05, bicaudal. O
processamento estatistico foi realizado pelo programa IBM SPSS25.

Por ser constituido apenas de amostras obtidas de restos de cirurgia
intraoral, o grupo controle/mucosa saudavel foi comparado com o subgrupo
de LE de mucosa intraoral. Em uma segunda etapa, foram comparados os
dados morfométricos das expressfes imuno-histoquimicas das mesmas
proteinas entre os subgrupos Mucosa intraoral (area ndo exposta ao sol) e

Semimucosa (area exposta ao sol).



5 RESULTADOS
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5.1 Anélises Descritivas
5.1.1 Anélise descritiva do Grupo LE Oral (n = 60)
5.1.1.1 Analise dos dados clinicos e epidemiolégicos

A andlise dos prontuarios dos 60 doentes estudados neste trabalho
mostrou predominio do sexo feminino (n = 47, 78%) em relacdo ao sexo
masculino (n = 13, 22%), variando de 11 a 76 anos, com idade média de
38,5 anos. Houve maior acometimento da doenca nos brancos (n = 38,
63%), seguido de pardos n = 17, 28%), pretos (n = 4, 7%) e apenas 1 (2%)
amarelo.

Em relacdo a forma do LE, houve predominio de LEC (n = 32, 53%)
em relacdo a LES (n = 28, 47%).

Quanto a localizacao, as lesdes orais ocorreram predominantemente
nos labios (n = 27 de 60, 45,0%), seguido do palato (n = 15 de 60, 25,0%),
mucosa jugal (n = 14 de 60, 23,3%), gengiva (n = 2 de 60, 3,3%) e lingua (n
= 2 de 60, 3,3%).

A manifestacdo clinica oral mais frequente foi a crénica discoide (n =
41 de 60, 68,3%), seguida pela aguda (n = 17 de 60, 28,3%) e subaguda (n
= 2 de 60, 3,3%). A forma cronica discoide ocorreu, principalmente, nos
labios (n = 22 de 41, 54%), enquanto a forma aguda prevaleceu no palato (n

= 8 de 17, 47%).
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A presenca de Ulceras ocorreu em quatro casos (n = 4 de 60, 7%),
todas presentes na forma aguda do LES, localizadas no labio superior (n = 2
de 4, 50%), palato (n = 1 de 4, 25%) e mucosa jugal (n = 1 de 4, 25%),
surgindo no inicio (n = 3 de 4, 75%) ou no periodo de até 1 ano de duracéo
da doenca (n =1 de 4, 25%).

Em 19 dos 60 casos, a lesdo oral surgiu no inicio do quadro de LE
(32% dos casos), sendo 58% mais frequente no LES (11 de 19 amostras). O
tempo de duracdo mais longo da doenca foi de 35 anos.

Todas as informacdes referentes a idade, sexo, raca, duracao e o tipo
de LE (LES ou LEC), a localizacdo das lesbes orais, e seus aspectos
clinicos estao resumidos no Anexo B.

O resumo da frequéncia das variaveis clinicas epidemioldgicas, e
mais especificamente a frequéncia dos dados das lesdes orais no inicio da
doenca, das caracteristicas das formas orais e das Ulceras orais encontram-
se nas tabelas 1, 2 e 3. Algumas imagens representativas das lesbes orais

de LE estao ilustradas nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9 - Exemplos clinicos de lesGes de lUpus eritematoso com correspondéncia
das lesdes cutadneas e mucosas orais. A, B: LE agudo; C, D: LE subagudo;
D, E: LE discoide [Fonte: cortesia Prof. Dr. Marcello Menta]
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Figura 10 -

Exemplos clinicos de lesdes orais de lUpus eritematoso. A, B, C: Lesdes
discoides intraorais (&reas cobertas); D: Lesdo aguda intraoral (area
coberta); E: Les@o discoide no vermilifo superior e inferior (area
exposta); F: Leséo discoide no vermilido inferior (area exposta) [Fonte:
cortesia Prof. Dr. Marcello Menta - imagens A, B, C e D]
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Tabela 1 - Frequéncia dos dados clinicos e epidemiolégicos do LE

oral (n = 60)

Dados clinicos epidemioldgicos Grupo LE oral (n = 60)

Idade

Sexo

Raca

Tempo de duracdo da doenca no momento
do aparecimento da lesao oral

Tipo de lipus eritematoso

Forma clinica da leséo oral

Localizacdo das lesbes orais

de 10 a 20 anos
21 a 30 anos

31 a 40 anos

41 a 50 anos
mais de 50 anos
Mulheres
Homens

Branca

Parda

Preta

Amarela

0 anos (inicio)
até 1 ano

até 4 anos

até 10 anos

De 11 a 20 anos
mais de 21 anos
LEC

LES

Cronica discoide
Subaguda
Aguda

Labios

Palato

Mucosa jugal
Gengiva

Lingua

Presenca de Ulceras orais

2 (3,3%)
23 (38,3%)
10 (16,7%)
9 (15,0%)
16 (26,7%)

47 (78%)

13 (22%)

38 (63%)

17 (28%)

4 (7%)

1 (2%)
19 (32%)
8 (13%)
11 (18%)
9 (15%)
7 (12%)
6 (10%)
32 (53%)
28 (47%)

41 (68,3%)

2 (3,3%)
17 (28,3%)
27 (45,0%)
15 (25,0%)
14 (23,3%)

2 (3,3%)

2 (3,3%)

4 (7%)
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Tabela 2 - Frequéncia das lesdes orais no inicio da doenca e das

caracteristicas clinicas das formas orais de LE

Lesao oral

Tipo/localizacao

Condicao
/Local

Lesao oral

No inicio da doenga n =19 de 60 Tipo de lipus eritematoso

Caracteristicas da forma clinica

Cronica discoide n =41 de 60 Localizagcéo
Aguda n =17 de 60 Localizacdo
Subaguda n = 2 de 60 Localizacdo

Cutéaneo

8 de 19 (42%)

Sistémico 11 de 19 (58%)
Labios 22 de 41 (54%)
Palato 5 de 41 (12%)
Mucosa jugal 12 de 41 (29%)
Gengiva 0 de 41 (0%)
Lingua 2 de 41 (5%)
Labios 5 de 17 (29%)
Palato 8de 17 (47%
Mucosa jugal 2 de 17 (12%)
Gengiva 2 de 17 (12%)
Lingua 0 de 17 (0%)
Labios 0 de 2 (0%)
Palato 2 de 2 (100%)
Mucosa jugal 0 de 2 (0%)
Gengiva 0 de 2 (0%)
Lingua 0 de 2 (0%)

Tabela 3 - Frequéncia das Uulceras orais (n = 4) de acordo com a
localizacdo da lesédo, tempo de duragdo da doenca, tipo e

forma clinica do LE

Variaveis N (%)

Tempo de duragéo da doenca

Tipo de lGpus eritematoso

Forma clinica da lesao oral

Localizacao das Ulceras orais

0 anos (inicio)
até 1 ano
Cuténeo
Sistémico
Aguda
Subaguda
Cronica discoide
Palato

Labio superior
Mucosa Jugal

3 de 4 (75%)
1 de 4 (25%)
0 de 4 (0%)
4 de 4 (100%)
4 de 4 (100%)
0 de 4 (0%)
0 de 4 (0%)
1 de 4 (25%)
2 de 4 (50%)
1 de 4 (25%)
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5.1.1.2 Analise dos dados de imunofluorescéncia direta

Foram obtidos, pela analise dos prontuarios, os resultados das
imunofluorescéncias diretas (IFD) de 53 das 60 amostras do grupo de LE
oral. Desses, a IFD foi positiva em 41 amostras (n = 41 de 53, 77%) e
ausente ou negativa em 12 (n = 12 de 53, 23%). Nas IFD positivas (n = 41)
foram encontradas imunoglobulinas (lg) de forma isolada ou associadas e/ou
com o complemento (C3), na zona da membrana basal (ZMB), nas paredes
dos vasos, nos corpos citoides e no nucleo dos queratinécitos. O padréo
encontrado predominantemente foi o granuloso (n = 18 de 41, 44%), seguido
do homogéneo (n = 11 de 41, 27%), presenca de homogéneo e granuloso (n
= 3 de 41, 7%) e nao foi especificado o padrdo em 9 (n = 9 de 41, 22%). Os
depdsitos localizaram-se preponderantemente na zona da membrana basal
de forma isolada (n = 21 de 41,51%) ou associada a outros locais (parede
dos vasos, nucleo de queratindcitos e corpos citoides) (15 de 41, 37%) e nos
corpos citoides isoladamente (n = 5 de 41, 12%). A imunoglobulina mais
observada foi a da classe IgM (n = 20 de 41, 49%) de forma isolada. A
presenca de IgG ou C3 isolados ocorreu em apenas uma amostra cada (n =
1 de 41, 2% cada). A presenca concomitante de mais de uma
imunoglobulina com ou sem o complemento foi encontrada em 13 amostras
(n = 13 de 41, 32%). Em seis espécimes foi observado depdsito simultaneo
de IgM, IgG, IgA e C3 na zona da membrana basal. As IFD positivas foram
mais frequentes no LEC (n = 23 de 41, 56%) que no LES (n = 18 de 41,
44%). Entre as formas clinicas de LE oral, a IFD foi positiva

predominantemente na forma cronica (n = 28 de 41,68%).
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Todos os dados das IFD encontram-se no Anexo C. As analises das
frequéncias e a distribuicho das classes e as localizagbes dos
imunoreactantes estdo resumidas, respectivamente, nas Tabelas 4 e 5 e no

Anexo D.

Tabela 4 - Dados das frequéncias das imunofluorescéncias diretas do
LE oral (n = 60)

Variaveis N (%)
Imunofluorescéncias diretas informadas Positiva 41 de 53 (77%)
n =53 de 60 (88%) Ausente/Negativa 12 de 53 (23%)
Imunofluorescéncias diretas ndo informadas
n =7 de 60 (12%)

Tabela 5 - Andlise da frequéncia dos dados das imunofluorescéncias
diretas positivas do grupo de LE oral (n =41)

Tipo de lapus Sistémico 18 de 41 (44%)
eritematoso Cutaneo 23 de 41 (56%)
. Cronica discoide 28 de 41 (68%)
IF,ormas _cllnlcas do Aguda 11 de 41 (27%)
Upus eritematoso oral
Subaguda 2 de 41 (5%)
Granuloso 18 de 41 (44%)
Padrio do depésito Homog(:eneo 11 de 41 (27%)
Homogéneo e Granuloso 3 de 41 (7%)
N&o especificado o padréo 9 de 41 (22%)
L ZMB isolada 21 de 41 (51%)
Id_ggglsl?tigao € ZMB associada a outros locais 15 de 41 (37%)
Corpos citoides isolados 5 de 41 (12%)
IgM isoladamente 20 de 41 (49%)
IgG isoladamente 1 de 41 (2%)
IgA isoladamente 0 de 41 (0%)
Imunorreagentes  C3 jsoladamente 1 de 41 (2%)

Depo§|to de Imunoglobulinas IgG ou IgM ou IgA 13 de 41 (32%)
combinadas com ou sem complemento

Deposito simultaneo de IgM, IgG, IgA e C3 na ZMB 6 de 41 (15%)

IgM: imunoglobulina M; IgG: imunoglobulina G; IgA: Imunoglobulina A; C3: complemento C3;
ZMB: zona da membrana basal.
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5.1.2 Analise descritiva comparativa dos dados entre as lesdes de LE
de mucosa intraoral (n = 40) e grupo controle/mucosas higidas
(n =10)

5.1.2.1 Analise dos aspectos histolégicos

O aspecto histolégico observado nas 40 amostras de lesbes de LE
oral demonstrou no epitélio a presenca de hiperqueratose (n = 14 de 40,
35%), atrofia (n = 6 de 40, 15%), hipergranulose (n = 7 de 40, 17,5%) e atipia
(2 de 40, 4,8%) porém ndo muito frequente. Entretanto, achados como a
degeneracdo hidrépica/ vacuolizacdo da camada basal e a apoptose de
queratinécitos ocorreram com maior frequéncia (31 de 40, 77,5% e 28 de 40,
70%, respectivamente). Todos estes achados nao foram encontrados no
controle.

Ainda no epitélio foi observado em ambos os grupos a acantose (n =
24 de 40, 60% na mucosa intraoral e n = 8 de 10, 80% no controle) e
hiperplasia epitelial (3 de 40, 7,5% na mucosa intraoral e n = 8 de 10, 80%
no controle), porém muito mais frequente no grupo controle. J4 a espongiose
(24 de 40, 60% na mucosa intraoral e n = 3 de 10, 30% no controle) e a
exocitose de linfécitos (n = 20 de 40, 50% na mucosa intraoral e n = 3 de 10
30% do controle) estiveram mais presentes no grupo de LE oral (mucosa
intraoral).

O espessamento da membrana basal tanto epitelial quanto da parede
dos vasos foi observado somente no grupo LE oral (mucosa intraoral) (n =
33 de 40, 83,5% e n = 37 de 40, 92,5% respectivamente).

Na lamina propria, as presencas de edema de endotelidcitos, de

trombos e a reacao positiva para Alcian Blue nas glandulas salivares foram
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observadas somente nos casos de LE oral (n =5 de 40, 12,5%, n = 6 de 40,
15% e n = 3 de 40, 7,5%). Os achados edema intersticial e reacédo positiva
para Alcian Blue no intersticio ocorreram em ambos, porém mais
frequentemente no grupo mucosa intraoral em relagéo ao grupo controle (n =
13 de 40, 32,5% e n = 1 de 10, 10%; n = 27 de 40, 67,5% e n = 4 de 10, 40%
respectivamente).

Quanto ao infiltrado, houve diferencas entre os dois grupos. No grupo
controle o infiltrado foi minimo (n = 10 de 10, 100%), superficial (superficial/
juncao epitélio lamina propria) (n = 10 de 10, 100%); focal (n = 10 de 10,
100%); e na sua maioria linfoplasmocitario (8 de 10, 80%). JA no grupo do
LE da mucosa intraoral foi observado infiltrado superficial /juncdo epitélio
lamina prépria (JELP) (n = 39 de 40, 97,5%), perivascular profundo (n = 37
de 40, 92,5%) e ao redor das glandulas salivares (n = 4 de 40, 10%). Na sua
grande maioria apresentou o padrdo liquenoide (n = 22 de 40, 55%) ou
difuso (n = 10 de 40,25%). O aspecto focal esteve presente em oito das 40
amostras (n = 8 de 40,20%). O infiltrado foi, na sua grande maioria,
linfomononuclear (n = 20 de 40, 50%).

Alguns dos achados histologicos encontrados estdo ilustrados na
Figura 11. A analise da frequéncia dos dados comparativos entre a histologia
dos grupos de LE da mucosa intraoral (n = 40) e controle/mucosas

saudaveis estdo resumidos nas Tabelas 6 e 7.
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Figura 11 - Aspectos histopatolégicos e de imunofluorescéncia direta de les6es orais
de LE. A: acantose irregular, hipergranulose, com infiltrado linfocitario
aproximando-se da juncdo epitélio lamina propria (hematoxilina e eosina,
aumento original 20X); B: degeneracdo vacuolar da camada basal com
exocitose de linfécitos (hematoxicilina e eosina, aumento original de 40X);
C: infiltrado inflamatério perivascular associado ao espessamento da
membrana basal (PAS, aumento original de 20x); D: imunofluorescéncia
direta mostrando depésitos homogéneos de IgM ao longo da membrana
basal
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Tabela 6 - Dados histopatolégicos do epitélio,

[dmina proépria e

membrana basal entre o subgrupo mucosa intraoral (n = 40)
e grupo controle (n = 10)

Epitélio

Hiperqueratose

Atrofia

Acantose

Hipergranulose

Hiperplasia Epitelial

Espongiose

Degenerac¢éo Hidrdpica

Apoptose gueratindcitos

Exocitose de linfdcitos

Atipia epitelial

Membrana Basal

Membrana basal epitelial espessada
Membrana basal dos vasos espessada
Lamina propria

Edema intersticial

Edema de endoteliécitos

Presenca de Trombos

Alcian Blue Intersticial

Alcian blue Glandular

Mucosa intraoral (n = 40) Controle (n = 10)

14 (35,0%) 0 (0%)
6 (15,0%) 0 (0%)
24 (60,0%) 8 (80,0%)
7 (17,5%) 0 (0,0%)
3(7,5%) 8 (80,0%)
24 (60,0%) 3 (30,0%)
31 (77,5%) 0 (0%)
28 (70,0%) 0 (0%)
20 (50,0%) 3 (30,0%)
2(4,8%) 0 (0,0%)

Mucosa intraoral (n = 40) Controle (n = 10)
33 (82,5%) 0 (0%)
37 (92,5%) 0 (0%)
Mucosa intraoral (n = 40) Controle (n = 10)

13 (32,5%) 1 (10,0%)
5 (12,5%) 0 (0%)
6 (15,0%) 0 (0%)
27 (67,5%) 4 (40,0%)
3 (7,5%) 0 (0%)
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Tabela 7 - Comparacdo dos dados histolégicos do infiltrado
inflamatério entre o subgrupo mucosa intraoral e controle

Mucosa intraoral Controle

Infiltrado

Infiltrado superficial/

juncéo epitélio lamina 39 (97,5%) 10 (100,0%)
prépria
Infiltrado perivascular 37 (92,5%) 0 (0%)
profundo
Ingltrado ao rgdor das 4 (10,0%) 0 (0%)
glandulas salivares
Liguenoide: 22 (55,0%) Liguenoide: 0 (0%)
Forma do infiltrado Focal: 8 (20,0%) Focal: 0 (100,0%)
Difuso: 10 (25,0%) Difuso: 0 (0,0%)
Linfomononuclear: 20 (50,0%) Linfomononuclear: 0 (0%)
Linfocitario 7: (17,5%) Linfocitario: 2 (20%)
. o 0 . o 0
Tipo celular mepplasmocnarlo. 6 (15%) L|nf9plasm00|tar|o. 8 (80%)
Linfomononuclear com Linfomononuclear com
raros/alguns neutroéfilos: 2 (5%)  raros/alguns neutréfilos: 0 (0%)
Linfoplasmocitario com Linfoplasmocitario com
raros/alguns neutroéfilos: 5 (12,5%) raros/alguns neutréfilos: 0 (0%)
Intenso: 13 (32,5%) Intenso: 0 (0%)
IEETSEERLD 6o Moderado: 11 (27,5%) Moderado: 0 (0%)
infiltrado
Minimo: 16 (40,0%) Minimo: 10 (100,0%)

5.1.2.2 Analise dos aspectos imuno-histoquimicos
Foram analisados os resultados da avaliacdo imuno-histoquimica de
cada anticorpo de acordo com sua localizacdo topografica ha mucosa oral,

entre o grupo de LE (mucosa intraoral, n = 40) e controle (n = 10).

5.1.2.2.1 Analise semiquantitativa da imunoexpressdao do marcador
CD1la

Foi observado marcacao positiva no epitélio para CDla em 39 das 40
amostras de LE da mucosa intraoral (97,5%) e em todas as amostras do

grupo controle (n = 10 de 10, 100%).
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Na lamina propria, a marcacdo de CDla ocorreu em 35 dos 40
espécimes (87,5%), sendo que sua localizacéo foi um pouco maior regiao da
JELP ou superficial (n = 32 de 40, 80%) que na area perivascular profunda
(n = 30 de 40, 75%). No controle, houve imunomarcacdo em sete amostras
de 10 (70%), com distribuicdo maior na regido da JELP ou superficial (n = 7

de 10, 70%) que na area perivascular profunda (n = 5 de 10, 50%).

5.1.2.2.2 Analise semiquantitativa da imunoexpressdo do marcador
Langerina

Foi obtido expressédo positiva para Langerina no epitélio em 31 das 40
amostras da mucosa intraoral do LE (77,5%) e em todas as amostras do
grupo controle (n = 10 de 10, 100%). J& na lamina propria da mucosa
intraoral, a imunomarcacado da Langerina ocorreu somente em 14 dos 40
espécimes (35%), localizadas na grande maioria na JELP ou superficial (n =
14 de 40, 35%) e poucas na area perivascular profunda (n = 6 de 40, 15%).

No controle, a imunoexpressao ocorreu em apenas dois espécimes de
10 (20%), com pouca expressao tanto na regido da JELP ou superficial (n =

1 de 10, 10%) quanto na area perivascular profunda (n = 1 de 10, 10%).
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5.1.2.2.3 Anélise semiquantitativa da imunoexpressdo do marcador
CD123

No epitélio, foi observada pouca expresséo positiva para CD123 nas
amostras da mucosa intraoral do LE (n = 7 de 40, 17,5%). Ja no controle nédo
houve imunomarcacao.

Na lamina propria, a imunoexpressdo de CD123 ocorreu em 38 das
40 amostras da mucosa intraoral do LE (95%), localizadas na JELP ou
superficial (n = 33 de 40, 82,5%) e na area perivascular profunda, sendo
predominante nesta ultima (n = 37 de 40, 92,5%). No controle, a expressao
de CD123 ocorreu na lamina propria (n = 5 de 10, 50%), com localiza¢do na

regido perivascular profunda (n = 1 de 10, 10%).

5.1.2.2.4 Anélise semi-quantidade da imunoexpressdo do marcador
CD21

Na mucosa intraoral do LE a imunoexpressdo de CD21 ocorreu em
apenas uma amostra no epitélio (n = 1 de 40, 2,5%) e em duas amostras na
lamina propria (n = 2 de 40, 5%), todas localizadas na area perivascular
profunda (n = 2 de 40, 5%).

No controle n&o houve expressao para CD21 em nenhuma topografia.

Os resultados das analises das frequéncias da imunoexpressao das

proteinas CD1a, Langerina, CD123 e CD21 estdo resumidos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Andlise da frequéncia da imunoexpressdo das proteinas
CDla, Langerina, CD123 e CD21 entre o subgrupo mucosa
intraoral (n = 40) e o controle (n = 10)

Controle

(n = 10)
10 de 10

Mucosa Intraoral

Marcadores (n = 40)

Localizacéo

Epitélio 39 de 40 (97,5%) (100%)
CDla Lamina propria 35de 40 (87,5%) 7 de 10 (70%)
Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial 32 de 40 (80%) 7 de 10 (70%)
Perivascular Profundo 30 de 40 (75%) 5 de 10 (50%)
Epitélio 31 de 40 (77,5%) 10 de 10 (100%)
) Lamina propria 14 de 40 (35%) 2 de 10 (20%)
Langerina o . . .
Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial 15 de 40 (37,5%) 1 de 10 (10%)
Perivascular Profundo 6 de 40 (15%) 1 de 10 (10%)
Epitélio 7 de 40 (17,5%) 0 de 0 (0%)
CD123 l&mina prépria 38 de 40 (95%) 5 de 10 (50%)
Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial 33 de 40 (82,5%) 0 de 10 (0%)
Perivascular Profundo 37 de 40 (92,5%) 1 de 10 (10%)
Epitélio 1 de 40 (2,5%) 0 de 10 (0%)
— l&mina prépria 2 de 40 (5%) 0 de 10 (0%)

Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial
Perivascular Profundo

0 de 40 (0%)
2 de 40 (5%)

0 de 10 (0%)
0 de 10 (0%)

5.1.3 Andlises comparativas dos dados entre os subgrupos mucosa
intraoral (sem exposicao solar) (n = 40) e semimucosa (area com
exposicao solar) (n = 20)

5.1.3.1 Analise dos dados de imuno-histoquimica

A avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica das proteinas CDla,
Langerina, CD123 e CD21 entre os subgrupos mucosa intraoral (nao
exposta ao sol) e semimucosa (exposta ao sol) serdo analisados
separadamente e de acordo com sua localizagcdo topografica na mucosa

oral.
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5.1.3.1.1 Analise semiquantitativa da imunoexpressdao do marcador
CDla
No epitélio, a expressdo da proteina CDla ocorreu em 39 das 40

amostras (97,5%) da mucosa intraoral e na totalidade dos espécimes da
semimucosa (n = 20 de 20, 100%).

Na lamina proépria, a imunomarcagéo ocorreu em 35 das 40 amostras
da mucosa intraoral (87,5%), presente em 80% na regidao da JELP ou
superficial (n = 32 de 40) e também em 75% na regido perivascular profunda
(n = 30 de 40). J& na semimucosa, a imunomarcagao ocorreu em 18 de 20
espécimes (90%), presente em 70% na regido superficial ou JELP (n = 14 de

20) e em 80% na area perivascular profunda (n = 16 de 20).

5.1.3.1.2 Anélise semiquantitativa da imunoexpressdo do marcador
Langerina

A expresséo positiva para Langerina ocorreu no epitélio em 31 das 40
amostras (77,5%) da mucosa intraoral do LE e em quase a totalidade dos
espécimes da semimucosa (n = 19 de 20 espécimes, 95%).

Ja& na lamina prépria, a imunomarcacédo de Langerina ocorreu em 14
dos 40 espécimes (35%) da mucosa intraoral, localizadas em sua maioria na
JELP ou superficial (n = 14 de 40, 35%) e algumas na area perivascular
profunda (n = 6 de 40, 15%). Na semimucosa, a imunoexpressao foi positiva
na lamina propria (n = 8 de 20, 40%) presentes na regido da JELP ou
superficial em cinco amostras de 20 (25%) e na area perivascular profunda

em sete espécimes de 20 (35%).
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5.1.3.1.3 Analise semiquantitativa da imunoexpressdo do anticorpo
CD123
Houve diferencas na expressdo de CD123 no epitélio entre a mucosa

intraoral (sem exposicéo solar) e a semimucosa (com exposi¢ao solar).

Foi observada imunomarcacédo no epitélio em sete das 40 amostras
da mucosa intraoral do LE (17,5%) enquanto na semimucosa a expressao foi
positiva em 11 dos 20 espécimes (55%).

Na lamina prépria, na mucosa intraoral do LE, a imunoexpresséo de
CD123 ocorreu em 38 das 40 amostras (95%), localizadas na JELP ou
superficial (n = 33 de 40, 82,5%) e na area perivascular profunda (n = 37 de
40, 92,5%). Na semimucosa a totalidade das amostras foram positivas para
imunomarcacdo de CD123 (n = 20 de 20, 100%) localizadas na JELP ou
superficial (n = 17 de 20, 85%) e na regido perivascular profunda (n = 19 de

20, 95%).

5.1.3.1.4 Anédlise semiquantitativa da imunoexpressdo do anticorpo
CD21

A imunoexpresséo de CD21 ocorreu em poucas amostras de ambos
0S grupos, tanto no epitélio quanto na lamina propria.

No epitélio, foi observada em somente uma amostra (n = 1 de 40,
2,5%) da mucosa intraoral e em nenhuma da semimucosa (n = 0 de 20, 0%).

Na lamina propria, na mucosa intraoral, a imunoexpressao de CD21
ocorreu em apenas dois dos 40 espécimes (5%), localizadas na sua

totalidade na area perivascular profunda (n = 2 de 40, 5%). Na semimucosa,
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também houve pouca expressdo positiva de CD21 tanto na JELP ou
superficial (n = 1 de 20, 5%) quanto na area perivascular profunda (n = 2 de
20, 10%).

O resultado das andlises das frequéncias das expressdes das

proteinas CD1a, Langerina. CD123 e CD21 estdo resumidos na Tabela 9.

Tabela9 - Andlise da frequéncia da imunoexpressdo das proteinas
CDl1a, Langerina, CD123 e CD21 entre os subgrupos mucosa
intraoral e semimucosa

Mucosa Intraoral Semimucosa

Marcadores

Localizacéo

(n = 40) (n = 20)
Epitélio 39 de 40 (97,5%) 20 de 20 (100%)
CDla Lamina propria 35 de 40 (87,5%) 18 de 20 (90%)
Juncdao epitélio lamina propria/Superficial 32 de 40 (80%) 14 de 20 (70%)
Perivascular profundo 30 de 40 (75%) 16 de 20 (80%)
Epitélio 31 de 40 (77,5%) 19 de 20 (95%)
) Lamina propria 14 de 40 (35%) 8 de 20 (40%)
Langerina o . . o
Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial 15 de 40 (37,5%) 5 de 20 (25%)
Perivascular profundo 6 de 40 (15%) 7 de 20 (35%)
Epitélio 7 de 40 (17,5%) 11 de 20 (55%)
CD123 Lamina propria 38 de 40 (95%) 20 de 20 (100%)
Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial 33 de 40 (82,5%) 17 de 20 (85%)
Perivascular Profundo 37 de 40 (92,5%) 19 de 20 (95%)
Epitélio 1 de 40 (2,5%) 0 de 20 (0%)
— Lamina propria 2 de 40 (5%) 3 de 20 (15%)

Juncéo epitélio lamina prépria/Superficial
Perivascular profundo

0 de 40 (0%)
2 de 40 (5%)

1 de 20 (5%)
2 de 20 (10%)
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5.2 Analises Estatisticas

5.2.1 Andlise estatistica comparativa entre o subgrupo de mucosa
intraoral (n =40) e o grupo controle (n = 10)

5.2.1.1 Analise estatistica dos dados histolégicos

Houve diferencas nos achados histolégicos de hiperqueratose (p =
0,02906), hiperplasia (p = 0,0000009561), degeneracdo hidrépica da
camada basal (p = 0,00007798) e apoptose de queratinécitos (p =
0,00007863) predominantes no epitélio do grupo de LE da mucosa intraoral
em relacdo ao grupo controle. Também foi observado espessamento da
membrana basal epitelial e das paredes dos vasos preponderante nos
espécimes de LE intraoral em comparagdo com o controle (p = 0,00000108
e p = 0,00000003533, respectivamente). Na lamina propria houve diferencas
estatisticas nos grupos de variaveis que incluem o padréo, a intensidade, o
tipo celular predominante no infiltrado, e a presenca do infiltrado perivascular
profundo (p = 0,00002873; p = 0,001414; p = 0,002289; p =
0,000000003533, respectivamente). A presenca do infiltrado inflamatério na
area superficial ou da juncdo epitélio lamina prépria nao teve significancia
estatistica (p = 0,6171). As andlises estatisticas dos dados histologicos

comparativos entre os dois grupos estédo resumidas nas Tabela 10 e 11.
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Tabela 10 - Analise estatistica dos dados histolégicos comparativos entre as lesdes de LE de mucosa intraoral (n
= 40) e controle (n = 10) (somente epitélio e membrana basal)

Grupo controle (n = 10)

Variaveis VT EEsA e ([ =40 Média Desvio Padrdo Mediana Intervalo Interquartil Significancia (p)
Epitélio
Hiperqueratose Grupo Controle 0 0 0 0 p = 0,02906
Mucosa Intraoral 0,35 0,4830459 0 1 p <0,05
Atrofia Grupo Controle 0 0 0 0 p =0,1962
Mucosa Intraoral 0,15 0,3616303 0 0 p>0,05
Acantose Grupo Controle 0,8 0,421637 1 0 p =0,2433
Mucosa Introral 0,6 0,4961389 1 1 p> 0,05
Hipergranulose Grupo Controle 0 0 0 0 p =0,1579
Mucosa Introral 0,175 0,3848076 0 0 p> 0,05
. . Grupo Controle 0,8 0,421637 1 0 p = 0,0000009561
Hiperplasia
Mucosa Intraoral 0,075 0,2667468 0 0 p <0,05
Espongiose Grupo Controle 0,3 0,4830459 0 0,75 p =0,09191
Mucosa Intraoral 0,6 0,4961389 1 1 p > 0,05
Degeneracéo Hidropica Grupo Controle 0 0 0 0 P =0,000007798
Mucosa Intraoral 0,775 0,4229021 1 0 p <0,05
Apoptose de queratinécitos Grupo Controle 0 0 0 0 P =0,00007863
Mucosa Intraoral 0,7 0,4640955 1 1 p <0,05
Exocitose de linfécitos Grupo Controle 0,3 0,4830459 0 0,75 p=0,2612
Mucosa Intraoral 0,5 0,5063697 0,5 1 p > 0,05
. - Grupo Controle 0 0 0 0 p =0,4750
Atipia Epitelial Mucosa Intraoral 0,05 0,2207214 0 0 p > 0,05
Membrana Basal
Epitelial Grupo Controle 0 0 0 0 p = 0,00000108
Mucosa Intraoral 0,825 0,3848076 1 0 p <0,05
Da parede dos vasos e e 0 0 1 0 p = 0,000000003533
Mucosa Intraoral 0,925 0,2667468 1 0 p <0,05

Os valores da significancia (p) para as variaveis categéricas foram baseadas no Kruskal-Wallis rank sum test. p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante.
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Tabela 11 - Analise estatistica dos dados histologicos comparativos entre as les6es de LE de mucosa intraoral (n
=40) e controle (n = 10) (somente lamina propria)

Grupo controle n =10

Variaveis Média Desvio Padrdo Mediana Intervalo Interquartil Significancia (p)

Mucosa Intraoral n = 40
Lamina propria

. - Grupo Controle 1 0 1 0 p=0,6171
Infiltrado superficial JELP Mucosa Intraoral 0,975 0,1581 1 0 p >0,05
. - Grupo Controle 3 0 3 0 p = 0,00002873
Forma do Infiltrado superficial/lJELP Mucosa Intraoral 1,95 0.6775 5 0.25 p < 0,05
' . Grupo Controle 0 0 0 0 p = 0,000000003533
Infiltrado Perivascular Profundo Mucosa Intraoral 0.925 0.2667 1 0 p < 0,05
Tipo celular predominante no infiltrado Grupo Controle 4 2,1082 8 0 P = 0,002289
P P Mucosa Intraoral 2,4 2,0102 1,5 2 p <0,05
. . Grupo Controle 1 0 1 0 p =0,001414
Intensidade do Infiltrado Mucosa Intraoral 1,925 0,859 2 2 p <0,05
' A : Grupo Controle 0 0 0 0 p = 0,302
Infiltrado ao redor da Glandula Salivar Mucosa Intraoral 0.1 0.3038218 0 0 p>0,05
Edema Intersticial Grupo Controle 0,1 0,3162 0 0 p = 0,1606
Mucosa Intraoral 0,325 0,4743 0 1 p > 0,05
o Grupo Controle 0 0 0 0 p = 0,2433
SelEme el EneelSEEes Mucosa Intraoral 0,125 0,3349321 0 0 p > 0,05
Presenca de trombos Grupo Controle 0 0 0 0 p =0,1962
& Mucosa Intraoral 0,15 0,3616 0 0 p>0,05
. L Grupo Controle 0,4 0,5164 0 1 p=0,1127
Alcian Blue Intersticial Mucosa Intraoral 0,675 0,4743 1 1 p>0,05
. Grupo Controle 0 0 0 0 p =0,3766
Alcian Blue Glandular Mucosa Intraoral 0,075 0,2667 0 0 p>0,05

JELP: Juncao epitélio Iamina prépria.
Os valores da significancia (p) para as variaveis categoricas foram baseadas no Kruskal-Wallis rank sum test. p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante.
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5.2.2 Anédlises morfométricas e estatisticas comparando os subgrupos
mucosa intraoral (n = 40) e controle (n = 10), e os subgrupos
mucosa intraoral (sem exposicdo solar) e semimucosa (com
exposicao solar) (n = 20)

5.2.2.1 Analise estatistica dos dados de Imuno-histoquimica

As analises morfométricas das expressbes das proteinas CDla,
Langerina, CD123 e CD21 foram realizadas conforme sua localizagdo na
morfologia da lesdo oral: epitélio e lamina propria, sendo nesta ultima,
avaliadas de acordo com a distribuicdo das moléculas na area da JELP e na
area perivascular profunda. Os resultados destas andlises estdo ilustrados

nas Figura 12 e 13.
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Figura 12 - Expressao das proteinas CD1la, Langerina, CD123 e CD21 nas lesBes orais
do LE. A e B: expresséo de CD1la no epitélio e no infiltrado na lamina prépria
(aumento original 40X); C e D: expressdo de Langerina no epitélio e no
infiltrado na lamina prépria (aumento original 40X); E: Auséncia de expressao
de CD 123 no epitélio. F: expressdo de CD123 no infiltrado na lamina prépria
e marcacdo interna dos endotélios (aumento original 40X); G: expresséo
muito fraca de CD21 no infiltrado inflamatério das lesbes orais de LE.
(aumento original 40X). F: imunoexpressao intensa de CD21 no tecido
linfoide ectépico presente no espécime de LE oral (aumento original 40X)
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Figura 13 - Expressao das proteinas Langerina, CD123 e CD21 nas lesdes orais do
LE. A: imunomarcacao de Langerina no epitélio (aumento de 10X); B:
detalhe da imunoexpres&o de Langerina no epitélio (aumento de 20X),
onde pode se observar a forma dendritica da célula; C: imunomarcagao
intensa de CD123 no infiltrado e o controle de marcac¢do interna do
endotélio (aumento de 40X); D: auséncia de expressdo de CD21 no
epitélio e lamina prépria

5.2.2.1.1 Anédlise morfométrica e estatistica da imunoexpressao de
CDla
a) Andlise da imunomarcacdo de CDla entre o subgrupo mucosa
intraoral e controle

A mucosa intraoral em comparacdo ao controle apresenta
imunoexpressdo de CDla diminuida na topografia do Epitélio (p = 0,003) e
aumento na lamina propria na regido da JELP ou superficial, porém sem
significancia estatistica (p = 0,153 e p = 0,060 respectivamente). Na area

Perivascular Profunda estd aumentada com significancia estatistica (p = 0,002).
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b) Anélise da imunoexpressdo de CDla entre os subgrupos mucosa
intraoral (sem exposicdo solar, n = 40) e semimucosa (com
exposicao solar, n = 20)

N&o houve diferencas na expressdo da proteina CDla entre o0s
subgrupos mucosa intraoral e semimucosa.
Todos os resultados das imunomarcacgoes de CDla estdo resumidos

no Anexo E, e representados no Grafico 1.

Gréfico 1 - Representacdo dos resultados dos dados morfométricos e
estatisticos da imunomarcacdo da proteina CD1la,
comparativos entre o subgrupo de LE mucosa intraoral e
controle e entre os subgrupos mucosa intraoral e semimucosa

1

Mean (Cl 95%) CD1a per structure (%)

1y

EP LPJUNPV EP LPJUNPY EP LPJUNPV

mm | E- MUCOSA = LE-LIP
B8 CONTROL - MUCOSA
* p=0.05 compared to control

EP: epitélio; LP: lamina prépria; JUN: juncé@o epitélio I[Amina propria; PV:
perivascular profundo; LE-MUCOSA: subgrupo mucosa intraoral (sem
exposicdo solar); LE-LIP, subgrupo semimucosa (com exposicdo solar);
Control-Mucosa: grupo controle.

Acima: Interpretacdo grafica da comparagdo dos dados morfométricos dos
Subgrupo Mucosa Intraoral (sem exposic¢éo solar) e Grupo Controle.

As representacdes acima demonstraram que o Subgrupo Mucosa Intraoral
apresentou significancia estatistica para a proteina CDla (EP; PV); quando
comparado ao Grupo controle. O Subgrupo Mucosa intraoral ndo apresentou
diferencas estatisticas para a proteina CDla quando comparado com o
Subgrupo da Semimucosa.
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5.2.2.1.2 Analise morfométrica daimunomarcacao de Langerina

a) Analise daimunoexpresséo de Langerina entre o subgrupo mucosa
intraoral e controle

A expressdo imuno-histoquimica da proteina Langerina esta
diminuida no epitélio do subgrupo de LE mucosa intraoral em relagdo ao
grupo controle, porém sem significancia estatistica (p = 0,944). Na topografia
da lamina propria sua distribuicdo esta aumentada (p = 0,012), na area da
JELP ou superficial (p = 0,006) em relagdo ao controle. Nado houve diferenca

significativa na regiao perivascular profunda (p = 0,596).

b) Analise da imunoexpressdo de Langerina entre os subgrupos
mucosa intraoral (n = 40) e semimucosa (n = 20)

Houve diferencas na imunoexpressao da proteina Langerina entre o
subgrupo mucosa intraoral (area sem exposicao solar) e semimucosa (com
exposicao solar) apenas na topografia da JELP (p = 0,043).

Todos os resultados das imunoexpressdes da Langerina estédo

resumidos no Anexo F, e representados abaixo no Gréfico 2.
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Gréfico 2 -

Representacdo dos resultados dos dados morfométricos da
imunomarcacado da proteina Langerina, comparativos entre
0 subgrupo de LE mucosa intraoral e controle e entre os
subgrupos mucosa intraoral e semimucosa

Mean (Cl 95%) Langerin per structure (%)

T T T T
EP LPJUNPV EP LPJUNPV EP LPJUNPV

B LE - MUCOSA = LE-LIP
3 CONTROL - MUCOSA

* p<0.05 compared to control
# p<0.05 compared to LIP

EP: epitélio; LP: lamina propria; JUN: jungdo epitélio lamina propria; PV: perivascular
profundo; LE-MUCOSA: subgrupo mucosa intraoral (sem exposicdo solar); LE-LIP,
subgrupo semimucosa (com exposicao solar); Control-Mucosa: grupo controle.

Acima: Representacdo grafica da comparacdo dos dados morfométricos entre os
subgrupos mucosa intraoral e grupo controle e 0os subgrupos mucosa intraoral (sem
exposicdo solar) e semimucosa (com exposicao solar).

As representagcdes acima demonstraram que o0 subgrupo mucosa intraoral
apresentou significAncia estatistica para a proteina Langerina (LP; JUN) quando
comparado ao grupo controle. O subgrupo mucosa intraoral apresentou diferenca
estatistica para a proteina Langerina (JUN) quando comparada com o subgrupo da
semimucosa.
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5.2.2.1.3 Analise morfométrica daimunomarcacéo de CD123

a) Analise da imunoexpressdo de CD123 entre o subgrupo mucosa
intraoral e controle

A imunoexpressdo da molécula CD123 esta aumentada em todas as
topografias na comparacao entre LE mucosa intraoral com o grupo controle
(Epitélio p = 0,005; lamina prépria p < 0,001; Juncao Epitélio lamina propria p

< 0,001, Perivascular Profunda p < 0,001).

b) Analise da imunoexpressdo de CD123 entre os subgrupos mucosa
intraoral (n = 40) e semimucosa (n = 20)

Houve diferencas na expressdo da proteina CD123 entre os dois
grupos, sendo maior no subgrupo semimucosa (com exposi¢cao solar) em
comparacao ao subgrupo mucosa intraoral (sem exposicao solar) tanto no
epitélio (p = 0,024) como na lamina prépria (p = 0,047) em sua localizacao
na JELP (p = 0,001).

Todos o0s resultados das imunoexpressdes de CD123 estao

resumidos no Anexo G, e representados abaixo no Gréafico 3.
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Gréafico 3 -

Representacdo dos resultados dos dados morfométricos da
imunoexpressdao da proteina CD123, comparando o
subgrupo de LE mucosa intraoral e controle e os subgrupos
mucosa intraoral e semimucosa

Mean (Cl 95%) CD123 per structure (%)

1
0.1=
0.01-
0.001-
EP LPJUNPY EP LPJUNPYV EP LPJUNPY
mm LE- MUCOSA = LE-LIP
= CONTROL - MUCOSA
* p=0 05 compared to control
# p=0.05 compared to LIP

EP: epitélio; LP: lamina propria; JUN: juncao epitélio 1amina prépria; PV: perivascular
profundo; LE-MUCOSA: subgrupo mucosa intraoral (sem exposicao solar); LE-LIP,
subgrupo semimucosa (com exposi¢éo solar); Control-Mucosa: grupo controle.

Acima: Grafico representando a comparacdo dos dados morfométricos entre os
subgrupos mucosa intraoral (sem exposi¢éo solar) e grupo controle e os subgrupos
mucosa intraoral e semimucosa. As representagbes acima demonstraram que o
Grupo Mucosa Intraoral apresentou significancia estatistica para a proteina CD123
(EP; LP; JUN; PV) quando comparado ao Grupo controle. E que o subgrupo mucosa
intraoral (sem exposigdo solar) teve significAncia estatistica (EP; LP; JUN) em
comparacao ao subgrupo semimucosa (com exposi¢ao solar).
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5.2.2.1.4 Analise morfométrica da imunomarcacédo de CD21

a) Analise da imunoexpressdo de CD21 entre o subgrupo mucosa
intraoral e controle

Ha aumento da imunomarcacdo da molécula CD21 no subgrupo do
LE mucosa Intraoral em relacdo ao controle, na topografia do epitélio (p =
0,012) e lamina prépria (p = <0,001) e nesta, na area perivascular profunda

(p < 0,001).

b) Analise da imunoexpressdo de CD21 entre os subgrupos mucosa
intraoral (n = 40) e semimucosa (n = 20)

N&o houve diferencas na expressdo da proteina CD21 entre o0s
subgrupos mucosa intraoral (sem exposicdo solar) e semimucosa (com
exposicao solar).

A andlise dos resultados esté representada no anexo H e reproduzida

no Gréfico 4.
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Gréfico 4 - Representacao dos dados morfométricos da
imunoexpressao da proteina CD21, comparando o subgrupo
de LE mucosa intraoral e controle e os subgrupos mucosa
intraoral e semimucosa

2

0.003 +

0.002

0.001

Mean (Cl 85%) CD21 per structure (%)

0.000 =

EP LPJUNPY EP LPJUNPV EP LPJUNPY

mm L E- MUCOSA = LE-LIP
8 CONTROL - MUCOSA
* p<0.05 compared to control

EP: epitélio; LP: Idmina propria; JUN: juncado epitélio Iamina prépria; PV: perivascular
profundo; LE-MUCOSA: subgrupo mucosa intraoral (sem exposicao solar); LE-LIP,
subgrupo semimucosa (com exposicao solar); Control-Mucosa: grupo controle.

Acima: Grafico representando a comparacdo dos dados morfométricos entre o
subgrupo mucosa intraoral e grupo controle e os subgrupos mucosa intraoral (sem
exposi¢ado solar) e semimucosa (com exposi¢ao solar). Mucosa Intraoral apresentou
significancia estatistica para as proteinas CD21 (EP; LP; PV) quando comparado ao
Grupo controle. Nao houve diferencas estatisticas para a imunoexpressdo da
proteina CD21 entre os subgrupos mucosa intraoral e semimucosa.

O estudo estatistico dos dados histologicos e frequéncia da mucosa
intraoral versus semimucosa, foi feito para comprovar a semelhanca
histologica entre as duas, embora ndo facam parte do presente estudo estes

dados constam no Anexo |.



6 DISCUSSAO
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No atual estudo, a analise das 60 amostras de LE oral, encontrou dados
clinicos e epidemiologicos semelhantes aos ja relatados anteriormente na
literatura, como o predominio do sexo feminino (n = 47 de 60, 78%), maior
acometimento de brancos (n = 38 de 60, 63%) e idades predominantes entre a
segunda e a terceira década de vida (Lourenco et al. 2007; Marques et al.,
2010). Na amostragem, foi observado pequeno predominio de lesbes orais no
LEC (n = 32 de 60, 53%) em relacdo ao LES (n = 28 de 60, 47%). As
manifestacdes orais do LE podem ocorrer tanto no LEC como no LES e, na
literatura, sua frequéncia € bastante variavel. Assim como nesse trabalho, o
predominio de lesdes orais no LEC ja foi observado por outros autores. Burgue
et al. (1989) obtiveram 9 casos de LEC em 14 pacientes com LE oral. Lourenco
et al. (2007), observaram em 46 pacientes com LE oral, 33 com LEC.

Em relacéo a apresentacéo clinica do LE, foi obtido maior frequéncia
da forma cronica discoide (n = 41 de 60, 68,3%). Esse dado € compativel
com os achados de trabalho anterior, onde os autores observaram 22 casos
com a forma crénica discoide em 29 pacientes (76%) (Marques et al., 2010).

Quanto a localizagéo, as lesbes orais ocorreram predominantemente
nos labios (n = 27 de 60, 45%), palato (n = 15 de 60, 25%) e mucosa jugal (n
= 14 de 60, 23,3%), confirmando os achados da literatura (Lourenco et al.,

2007; Marques et al., 2010; Chanprapaph et al., 2022). Foi observado,
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também, que a lesdo oral surgiu no inicio da doenca em 19 dos 60
espécimes (32%); nesses casos, ocorrendo mais frequentemente nos casos
de LES (11 de 19, 58%).

As Ulceras orais fazem parte dos critérios para definicdo do LES (Petri
et al., 2012; Hamburger, 2016; Aringer et al., 2019 e 2020) e séo citadas por
muitos autores com frequéncia variavel como parte do envolvimento
multissistémico (Urman et al., 1978; Jonsson et al., 1984; Khatibi et al., 2012;
Abid et al., 2013; Kudsi et al., 2021). Neste atual trabalho, foram encontrados
apenas quatro casos de ulcera oral (n = 4 de 60,7%), porém todas na forma
aguda do LES e todas no periodo de até 1 ano de duracdo da doenca. Vale
ressaltar que nao foi considerado como Ulceras neste estudo, casos
descritos no prontuario como exulceracdes ou erosbes, causados segundo
Nico et al. (2008), provavelmente por traumas mecanicos ou marcada
liquenificacdo das células basais.

Na literatura, ndo h4 um consenso em relacdo a frequéncia das
Ulceras orais no LE, podendo variar entre 13% a 72%, todos em casuisticas
de LES (Urman et al., 1978; Jonsson et al., 1984; Abid et al., 2013; Kudsi et
al., 2021). Apesar do pequeno numero de casos (n = 4 de 60,7%), os
resultados encontrados reafirmam sua importancia, pois todos os casos do
presente estudo ocorreram na forma de LES, nos primeiros anos de
atividade da doenca (Jonsson et al., 1984).

Histologicamente, o LE oral apresenta-se como uma mucosite
superficial ou superficial e profunda perivascular e de interface (Muller,

2017). No epitélio, sédo evidentes e frequentes os achados de degeneracao
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hidropica e a apoptose dos queratindcitos basais de forma focal ou
disseminada. Podem, também, estar presentes a hiperqueratose, areas de
acantose alternadas com a atrofia, hiperplasia e variaveis graus de
espongiose. Esses achados ja foram bem documentados anteriormente por
diversos autores e foram confirmados no presente estudo, quando
comparado o subgrupo de mucosa intraoral constituido por 40 amostras com
o controle formado também por amostras higidas de mucosa intraoral (n =
10) (Andreasen e Poulsen 1964; Schigdt, 1984; Jonsson et al., 1984; Orteu
et al., 2001; Nico et al., 2014; Chanprapaph et al., 2022).

Porém, foi obtido significancia estatistica somente para os achados de
hiperqueratose (p = 0,02906), hiperplasia (p = 0,0000009561), degeneracéo
hidropica da camada basal (p = 0,00007798) e apoptose de queratindcitos (p
= 0,00007863).

Quanto a espongiose, apesar de ser um achado presente na lesao
oral do LE, segundo Nico et al. (2008), ndo é importante para o diagndstico
da doenca.

Atrofia e acantose também podem estar presentes, mas ndo sao
exclusivos do LE, ja que podem ser observados em outros diagndésticos
diferenciais como liquen plano e lesdes liquenoides orais (Mdller, 2017,
Chanprapaph et al., 2022). Também foi encontrado, em algumas amostras, a
presenca de atipia epitelial e exocitose de linfécitos, j& relatadas
anteriormente na literatura, mas para ambos nédo foi obtido significancia

estatistica (Schigdt, 1984; Jorizzo et al., 1992).
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O espessamento da membrana basal epitelial e da parede dos vasos,
evidenciado pela coloracdo de PAS sado caracteristicos da doenca, e auxiliam
no diagnostico (Schigdt, 1984; Muller, 2017). No presente estudo foi obtido
diferencas estatisticas para ambas (p = 0,00000108 e p = 0,00000003533,
respectivamente), reafirmando sua importancia no diagnéstico do LE.

Na lamina propria, constantemente sdo encontrados edema e a
presenca de infiltrado inflamatoério predominantemente linfocitario superficial e
perivascular profundo que pode ser focal, perivascular ou em faixa justa
epitelial (Andreasen e Poulsen 1964; Schigdt, 1984; Jonsson et al., 1984;
Callen, 1997; Antonovych, 1995; Lee e Ackerman,1997; Orteu et al., 2001,
Crowson e Magro, 2001; Nico et al., 2014; Chanprapaph et al., 2022).
Segundo Chanprapaph et al. (2022), a presenca dos infiltrados nessas areas
pode ser considerada quase exclusiva do LE oral. Neste estudo, foi observado
frequentemente esses achados, confirmando as descri¢cdes da literatura.

Para os grupos de variaveis que incluem a forma, a intensidade e o
tipo celular do infiltrado, além da presenca do infiltrado na localizacao
perivascular profunda, foi obtido diferencas estatisticas (p = 0,00002873; p =
0,001414; p = 0,002289 e p = 0,000000003533).

Assim como no LE cutaneo, nas lesdes orais de LE a mucina também
pode estar presente (Crowson e Magro, 2001; Nico et al., 2008; Vincent e
Chan, 2015; Chanprapaph et al., 2021). No presente estudo, a mucina foi
identificada pela reagdo de Alcian Blue e foi detectada no intersticio das
lesBes orais (27 dos 40 casos, 67,5%) como também nas glandulas salivares

menores.
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A presenca de mucina no LE ja foi bem documentada pelos estudos
de Vincent e Chan (2015) e Fernandez-Flores e Saeb-Lima (2016), que
demonstraram que sua presenca pode ser utilizada como um auxiliar na
confirmacdo do diagndstico da doenca. No entanto, também pode estar
presente em outras situacbes em pequenas quantidades, como na pele
normal com fotodano (Vincent e Chan, 2015). Segundo Nico et al. (2008), a
mucina também pode ser encontrada nas glandulas salivares menores. Essa
frequéncia de mucina nas glandulas foi pequena: apenas trés, de 40
amostras, 7,5%. Isso porque a maior parte do material de estudo utilizada
nesta pesquisa, obtido por bidpsias, ndo contém glandulas salivares
menores, justificado pelo fato de que a presenca delas ndo é fundamental
para o diagnéstico do LE.

No LE, a imunofluorescéncia direta associada a histopatologia, é um
importante método auxiliar no diagnéstico da doenca e demonstra padrao
predominantemente granular ou continuo, com depésito de IgM, e
eventualmente de IgG, IgA ou C3 na zona da membrana basal (Orteu et al.,
2001; Sun et al., 2019; Garelli et al.,, 2020). Lourenco et al. (2007)
observaram em 46 amostras de LE oral, depdsito predominante de IgG com
ou sem C3 em padrao linear na ZMB.

Marques et al. (2010) encontraram presenca de IgM e eventualmente
IgG, IgA e C3 em padrao granular na ZMB.

Da analise dos prontuéarios dos 60 casos de LE oral, foram obtidos 53
resultados de imunofluorescéncia e desses, 41 eram positivos. Na presente

casuistica, foi observado presenca predominante da imunofluorescéncia
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direta positiva para IgM na ZMB, com padrdo granuloso ou homogéneo, em
conformidade com a literatura.

Sun et al. (2019), descreveram a presenca de depdsitos de IgM e IgG,
gue podem eventualmente ser observados na parede dos vasos sanguineos
e nucleos dos queratindcitos epidérmicos. Semelhantemente, neste trabalho,
foram observadas essas caracteristicas nos vasos e no epitélio.

A presenca simultanea dos depdsitos de IgG, IgM, IgA e C3 na ZMB,
comumente relacionados com o0s quadros sistémicos da doenca, foram
encontrados em apenas 6 dos 41 casos de LE oral na atual analise.

Todos o0s aspectos analisados e citados acima contribuem
positivamente para o melhor entendimento da fisiopatologia do LE oral. Mas,
ainda para um maior conhecimento, atualmente estuda-se muito o papel das
células dendriticas em doencas inflamatérias e doencas autoimunes, como o
LE.

O sistema dendritico humano compreende distintos tipos de células
gue juntos parecem orguestrar a imunopatologia do LE. Embora essas
células estejam envolvidas em diversas etapas da doenca, ainda pouco se
sabe sobre os tipos de células dendriticas que participam da resposta imune.
Muitos estudos sobre o papel dessas células na patogénese da doenca séao,
na maioria das vezes, realizados em animais ou in vitro (Teichmann et al.,
2010; King et al., 2015; Das et al., 2017). Ademais, abordam, na grande
maioria das vezes, a participacdo de uma Unica célula dendritica e s&o
realizados em lesdes cutaneas de LE. Na literatura, alguns pesquisadores

estudaram as células dendriticas plasmocitoides (CD123), detectando a



DiscussAo - 135

presenca delas no infiltrado inflamatorio de LEC (Farkas et al., 2001;
Tomasini et al., 2010; Walsh et al., 2015). Escassos trabalhos até o
momento analisaram a presenca de células dendriticas nas lesdes orais de
LE.

Van Joost et al. (1985) analisaram as células de Langerhans por meio
de marcadores como OKT-06 em uma Uunica paciente de LE oral.
Chanprapaph et al. (2022) abordaram apenas quantitativamente as células
dendriticas plasmocitoides.

O presente trabalho é Unico e inédito, pois foi avaliado
guantitativamente e topograficamente as subpopulacdes de células
dendriticas nas lesdes orais de LE, tanto no epitélio como na lamina propria
através das expressdbes de CD1la, Langerina, CD123 e CD21.
Adicionalmente, foi comparado a expressao dessas células nas areas com e
sem exposicao solar (semimucosa e mucosa intraoral, respectivamente).

As células dendriticas convencionais sao representadas pela
imunomarcacdo de CD1a, assim como a célula de Langerhans. Esta ultima
expressa Langerina (CD207) e CD1la e, nas condicBes normais, localiza-se
principalmente na epiderme e/ou epitélio. No entanto, segundo Santoro et al.
(2005) e Silva et al. (2020), no epitélio podem estar presentes células
imaturas que expressam CDla. E, embora sejam mais estudadas nessa
localizacdo, as células dendriticas marcadas por CDl1a assim como CD207
podem, também, estar presentes na derme ou lamina prépria, porém em

menor namero (Solhaug et al., 2022).
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Na literatura, ha diferencas na forma de se referir a essas células.
Assim, no epitélio, Silva et al. (2020) as diferenciam, e referem-se a elas de
acordo com sua expressdo: células CDla ou CD207. Outros autores
referem-se as células CDla presentes no epitélio como células de
Langerhans (Mori et al., 1994; Nasiri et al., 2018; Veasey et al., 2020). Ja as
células dendriticas CD1la+ presentes na derme ou lamina prépria, recebem
as denominacdes de: CDla dérmicas (Deguchi et al.,, 2002); células de
Langerhans dérmicas (Nasiri et al., 2018); células de Langerhans (Lourenco
et al., 2007); enquanto outros utilizam a denominacdo de células dendriticas
mieloides (Botari et al., 2014). Neste trabalho, foram adotadas as
denominacfes propostas por Deguchi et al. (2002) e Silva et al. (2020),
utilizando os termos: células dendriticas CD1a e/ou Langerina presentes no
epitélio ou lamina prépria.

A presenca das células dendriticas marcadas por CDla ja foi
confirmada e quantificada através da imuno-histoquimica em diversas
doencas cutaneas e mucosas sendo que a imunoexpressao foi variada de
acordo com a patologia (Deguchi et al., 2002; Moura et al., 2018; Veasey et
al., 2020; Santoro et al., 2005; Silva et al., 2020).

Assim, Deguchi et al. (2002), observaram aumento da expressao das
células dendriticas epidérmicas e dérmicas CD1la+ no Liquen plano, quando
comparado ao controle de pele normal.

Essas células foram encontradas principalmente ao redor do infiltrado
mononuclear perivascular na derme superficial e segundo Deguchi et al.

(2002), a presenca das células nestas topografias estaria relacionada com a



DiscussAo - 137

patofisiologia da doenca. Resultados semelhantes foram obtidos por Santoro
et al. (2005), estudando diferentes células dendriticas, inclusive as marcadas
por CD1a e Langerina (CD207), em 16 amostras de lesdes orais de Liquen
Plano. Os autores encontraram aumento da expressao dessas células tanto
no epitélio quanto no estroma das lesbes, indicando que teriam papel
importante no desenvolvimento do infiltrado inflamatorio liguenoide do LP.
Mais tarde, esses resultados foram confirmados por outros autores (Kulkarni
et al., 2016; Souto et al., 2016; Solhaug et al., 2022). Botari et al. (2014)
notaram aumento significativo das células dendriticas CDla+ no infiltrado
inflamatorio da mucosa jugal de 26 pacientes com leucemia mieloide cronica
gue apresentaram a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) crénica.
No entanto, Silva et al. (2020), em um estudo multicéntrico, demonstraram
diminuicdo das células dendriticas no epitélio da mucosa oral, tanto as
marcadas por CD1a quanto as com imunoexpressdo de CD 207 (Langerina)
em casos de fibrose submucosa oral, fibrose submucosa oral associada a
carcinoma de células escamosas oral e carcinoma de células escamosas.

No LE, Mori et al. (1994), demonstraram que as células CDla+
(células de Langerhans) estavam diminuidas nas areas atréficas da
epiderme, mas presentes também na derme das lesfes cutaneas de LE (oito
amostras de LED e cinco espécimes de LESA), quando comparadas com a
pele normal. Nasiri et al. (2018) também observaram diminuicdo da
imunomarcacao de CDla+ (células de Langerhans) na epiderme e aumento
da expressdo na derme, na regidao perifolicular das lesbes de alopecia

cicatricial de LED em comparacdo com amostras de Liquen plano pilar
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(LPP). Da mesma forma, Xie et al. (2011) demonstraram aumento de CD1a
no infiltrado celular de amostras de lesbes cutaneas de LED. Até o momento
nao foram encontradas publicacdes sobre células dendriticas com marcacéo
de CD1la e Langerina no epitélio de lesdes orais de LE. Desse modo, foram
comparados os presentes resultados com os estudos de LE cutaneo. Entéo,
assim como Mori et al. (1994) e Nasiri et al. (2018), foi encontrado no
presente estudo, a diminuicdo da imunoexpressdo de CDla no epitélio das
lesbes orais de LE com significancia estatistica (p = 0,003), quando
comparados com o controle de mucosas higidas. Dos 40 casos de LE
intraoral estudados, foi encontrado marcacéo positiva para CD1a em 39 das
40 amostras (97,5%) e em 100% dos espécimes do grupo controle.
Acompanhando os resultados de CDla, foi observado imunoexpressao
positiva da Langerina em 31 das 40 (77,5%) amostras de LE intraoral e em
100% dos controles saudaveis. No entanto, embora a imunomarcacédo para
Langerina estivesse diminuida no epitélio das lesdes orais em relacdo ao
controle, ndo foi obtida significancia estatistica (p = 0,944).

A exata causa da diminuicdo das células com expressdo CDla e
Langerina no epitélio/epiderme das lesGes de LE ainda permanece
desconhecida. No entanto, postula-se que devido as suas fun¢des de
apresentadora de antigenos nos estagios iniciais da doenca, apdés
fagocitarem e processarem 0s restos apoptoticos para a apresentacao as
células T, passam a migrar para os linfonodos drenantes, resultando na
diminuicdo da sua presenca no epitélio (Worbs et al., 2017; Nasiri et al.,

2018).
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Lourenco et al. (2007) caracterizaram o infiltrado inflamatorio de 46
lesbes orais de LE e observaram que o infiltrado € formado, principalmente, por
Linfécitos T, enquanto as células B, macrofagos e células marcadas por CD1a
(Langerhans de acordo com a autora) estdo em menor numero. Em
concordancia com os autores, foi encontrado no presente estudo células
marcadas por CD1a na lamina propria das lesdes orais. Também foi observado
gue a expressdo estd aumentada em relacdo ao controle, assemelhando-se
aos achados de estudos de lesbes cutaneas de LE (Xie et al., 2011; Nasiri et
al., 2018), apesar de nao ter obtido significancia estatistica (p = 0,153).

Ademais, foi estratificada a localizacdo de CDla na topografia da
lamina proépria (p = 0,153) e foi observado que sua expressao ocorreu tanto
na juncao epitélio lamina prépria (JELP) ou superficial, como na area
perivascular profunda, porém com significAncia estatistica somente na
segunda (p = 0,060 e p = 0,002 respectivamente). Também foi encontrado
aumento da expressado de Langerina na lamina prépria (p = 0,012), porém
diferentemente de CD1a, foi obtido significancia estatistica somente na
porcdo superficial ou JELP (p = 0,03). Essa diferenca em relacdo a
localizacdo da expressdo de CDla e Langerina, ja foi observada
anteriormente por Santoro et al. (2005) e Kulkarni et al. (2016) em lesfes de
Liquen plano oral (LPO).

Nestes estudos, as células dendriticas marcadas por Langerina
localizaram-se principalmente ao longo da interface da lamina prépria,
enquanto as células dendriticas dérmicas CD1a foram encontradas em menor

frequéncia nessa localizacéo (Santoro et al., 2005; Kulkarni et al., 2016).
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No atual estudo foi observada uma maior expressdo de CDla em
relacdo a Langerina, em todas as topografias das lesbes de LE oral,
assemelhando-se aos estudos de LPO. Como o LPO apresenta certa
semelhanca histopatolégica com o LE oral, sendo as vezes dificil seu
diagnéstico diferencial, foi possivel considera-lo nesta discussao.

No presente controle formado por amostras de mucosa intraoral
higidas, foi obtido, no epitélio, presenca de CDla e Langerina positivas em
100% de todas as amostras (n = 10 de 10). Na lamina prépria, CD1a,
apresentou expressao positiva em sete amostras de 10 (70%) localizadas
respectivamente na juncdo epitélio lamina propria (n = 7 de 10,70%) e
perivascular profundo (n = 5 de 10, 50%). JA4 a expressdo positiva para
Langerina ocorreu em apenas duas amostras de 10 (20%), distribuidas na
juncao epitélio lamina prépria e perivascular profunda (n = 1 de 10, 10% para
cada topografia). Os dados encontrados foram semelhantes aos obtidos por
outros autores que estudaram a mucosa oral normal, e obtiveram expressao
abundante de células dendriticas marcadas por CDla e CD207 no epitélio,
logo acima da camada basal, com expressdo muito maior que na lamina
prépria, presentes como sentinelas imunolégicos prontas para a captura de
antigenos (Santoro et al., 2005; Souto et al.,, 2016; Kulkarni et al., 2016;
Solhaug et al., 2022).

As células dendriticas convencionais (CDla) e as células de
Langerhans participam da inicializagéo da doenca e suas ac¢des resultam no
desbalanco entre as células T reguladoras e o estimulo a inflamacéo

(Oukka, 2008; Chan et al., 2012; Kaewraemruaen et al., 2020).



Discussio - 141

Além disso, sabe-se que o infitrado do LE oral, assim como o
cutaneo, pode estar presente na juncdo, nas areas perivasculares
superficiais, e na regido perivascular profunda (Schigdt, 1984; Jonsson et al.,
1984; Antonovych, 1995; Callen, 1997; Lee e Ackerman, 1997; Orteu et al.,
2001; Crowson e Magro, 2001; Nico et al., 2014; Chanprapaph et al., 2021).
Como no atual trabalho as expressdes tanto de CDla como as de Langerina
estdo aumentadas na lamina prépria e coincidem com as localizacdes do
infiltrado inflamatério do LE, é possivel inferir que ambas exercem papel
relevante na patogénese do LE oral.

As células dendriticas plasmocitoides sdo comumente reconhecidas
pela expressdo proteica CD123 e ndo sdo encontradas em condicdes
normais na pele, mas sim em condi¢des inflamatérias (Bardawil et al., 2021).

Desde o estudo de Farkas et al., em 2001, quando foi demonstrado o
aumento das células plasmocitoides nas lesdes cutaneas do LES, estas
ganharam papel de destaque na fisiopatologia da doenca. Atribui-se a elas a
producdo aumentada de IFN tipo |, a liberacdo de outras citocinas inflamatérias
como o TNF-q, IL6 e a molécula BAFF, além da apresentacdo de antigenos as
células T CD4+. As pDCs produzem interferon tipo | em resposta a
imunocomplexos enddgenos e tém papel determinante na inicializacdo do
processo inflamatorio do LE (Saadeh et al., 2016; Fetter et al., 2022).

A expressdo aumentada de CD123, principal marcador das pDc, ja foi
bem documentada em uma variedade de doencas inflamatérias e em
diferentes formas de LE cutaneo (Bardawil et al., 2021), sendo inclusive

utilizada para auxiliar no diagndstico diferencial do LE (McNiff e Kaplan,
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2008; Tomasini et al., 2010; Ko et al., 2011; Liau et al., 2013; Brown et al.,
2014; Walsh et al., 2015; Sleiman et al., 2015; LeBlanc et al. 2016; Kolivras
et al., 2016; Fening et al., 2016; Sitthinamsuwan et al., 2018; Gonzalez-Cruz
et al., 2018; Chen, et al., 2019b; Roda et al., 2019; Karagun et al., 2021;
Rakhshan et al., 2020; Krishnamurthy et al., 2022).

No entanto, embora haja diversos trabalhos com lesdes cutaneas, até
0 momento, apenas um Uunico estudo avaliou as células dendriticas
plasmocitoides nas lesdes orais de LE. Recentemente, Chanprapaph et al.
(2022), através da técnica de imuno-histoquimica, observaram aumento da
expressdo de CD123 na lamina prépria dos espécimes de LE oral.

No presente trabalho, também utilizando a imunomarcacéo de CD123,
foi observado um aumento importante da expressao de pDCs nas amostras
de LE oral, semelhante a Chanprapaph et al. (2022). No entanto,
diferentemente deles que compararam as amostras de LE com lesdes de LP
e lesBes liquenoides orais, no atual estudo foi comparado as amostras a
espécimes de mucosa extraida de exodontia de individuos higidos.

O padrdo e a distribuicdo das pDCs também tém sido descritos em
diversas doencas e nas diferentes formas cutaneas de LE (McNiff e Kaplan,
2008; Tomasini et al., 2010; Ko et al., 2011; Liau et al., 2013; Brown et al.,
2014; Walsh et al., 2015; Chen, et al., 2019b; Sleiman et al., 2015; Fening et
al., 2016; Kolivras et al., 2016; Gonzélez-Cruz et al., 2018; Roda et al., 2019;
Rakhshan et al., 2020; Krishnamurthy et al., 2022; Chanprapaph et al.,
2022). Os estudos, tanto os que utilizam as amostras de couro cabeludo e

pele, quanto o Unico de amostra oral, demonstram que a imunomarcacao de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Krishnamurthy%20S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Krishnamurthy%20S%5BAuthor%5D

DiscussAo - 143

CD123 das pDCs no LE revela uma distribuicdo na juncéo epitélio lamina
prépria, nas areas perivasculares superficiais e profundas.

Segundo Kuhn e Landman (2014), as pDcs sédo responsaveis pelo
aspecto histologico de dermatite de interface, que se apresenta como
infiltrado denso perivascular e perifolicular, caracteristico de todos os
subtipos de lesdo cutanea de LE. Segundo Tomasini et al. (2010), essas
células sédo as maiores responsaveis pela formacao destes infiltrados.

As pDcs produzem grandes quantidades de IFN que, por sua vez,
induzem a expressdo de ligantes de quimiocinas inflamatérias (CXCL9,
CXCL10, CXCL11), que se unem a CXCR-3 (pertencente a familia de
receptores de quimiocinas CXC) e sao responsaveis por direcionar o
recrutamento de células efetoras para a lesdo cutanea. Essas quimiocinas e
seus ligantes séo, também, expressas pelas pDCs, e ainda séo recrutadas
para a pele, provendo recursos adicionais para a producdo de IFN,
promovendo um autorrecrutamento de células pré-inflamatérias (Kuhn e
Landman, 2014; Fetter et al., 2022). O mesmo processo ocorre na juncao
dermoepidérmica, onde também os ligantes de quimiocinas mediadas por
IFN, aqui principalmente CXCL10, que se expressa na epiderme basal, nos
locais de degeneracdo hidropica, onde linfocitos citotoxicos CXCR3+
invadem a epiderme e induzem apoptose (Kuhn e Landman, 2014; Fetter et
al.,, 2022). Os linfécitos citotoxicos que invadem a epiderme basal
transportam, dentro de seus granulos, quimiocinas mediadas por IFN e
direcionam o recrutamento dos linfécitos CXCR3+ e as células dendriticas

plasmocitoides. Dessa forma, as pDcs podem estar presentes tanto na
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epiderme, como nos infiltrados superficiais ou de juncdo dermoepidérmica
como também nos perivasculares profundos do LE cutaneo (Zhou et al.,
2021). Conforme Nico et al. (2008), as lesGes orais de LE seriam analogas
das lesGes cutaneas, por esse motivo, esta discussao foi correlacionada com
as lesdes de LEC.

Nesta casuistica, das 40 amostras de LE intraoral analisadas, foi
obtido marcacao positiva para CD123 em 38 espécimes, com aumento da
imunoexpressao na lamina propria, tanto na sua porcdo superficial ou de
JELP quanto na regido perivascular profunda, com significancia estatistica
(lamina propria p < 0,001; juncdo epitélio lamina propria p < 0,001;
perivascular profunda p < 0,001), em concordancia com os achados da
literatura (Tomasini et al., 2010; Ko et al., 2011; Liau et al., 2013; Brown et
al., 2014; Walsh et al., 2015; Chen et al., 2019b; Sleiman et al., 2015; Fening
et al., 2016; Kolivras et al., 2016; Gonzalez-Cruz et al., 2018; Roda et al.,
2019; Rakhshan et al., 2020; Krishnamurthy et al., 2022; Chanprapaph et al.,
2022).

Acredita-se que nas lesées mucosas, assim como 0 que ocorre nas
lesBes cutaneas de LE, as pDcs circulantes tendem a migrar e infiltrar os
locais de maior dano epitelial como a ZMB, areas perianexiais, e areas ao
redor dos vasos sanguineos superficiais e profundos (Saadeh et al., 2016), o
gue explicaria a forma de distribuicdo das pDCs nas amostras de LE oral
neste estudo. Além disso, de acordo com Wenzel et al. (2007), o IFN
produzido pelas células dendriticas plasmocitoides € o grande responsavel

pelo direcionamento da formacédo do infiltrado. Nas diversas formas de LE, o
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IFN pode ser encontrado em localizacdes diferentes e a disposicdo dos
infiltrados €, de certa forma, dependente da forma de distribuicdo do IFN.
Assim, no LE discoide e no subagudo, a presenca de IFN, confirmada pela
expressdo de sua proteina, mixovirus A, ocorre principalmente na epiderme
e derme superior, enquanto nas formas como LE tamido localiza-se no
infiltrado perivascular e, no LE profundo em um padrdo subcutaneo,
coincidente com as localizacBes de seus infiltrados (Wenzel et al., 2007;
Fetter et al., 2022). Infelizmente, neste presente estudo, ndo foi possivel
analisar a distribuicdo das pDcs de acordo com as formas clinicas do LE oral
para confirmar esse dado, o que podera ser objeto de novas pesquisas no
futuro.

Adicionalmente neste estudo, foi encontrado em sete das 40 lesbes
mucosas de LE, aumento da expressdo de CD123 também no epitélio com
significAncia estatistica (p = 0,05), embora sempre associada a
imunomarcacdo predominantemente na lamina proépria. A presenca de pDCs
na epiderme ja foi descrita em outras patologias como Liquen plano (Santoro
et al., 2005; Tomasini et al., 2010); Psoriase pustulosa (Vyas et al., 2019) e
Dermatomiosite (McNiff e Kaplan, 2008). Tomasini et al. (2010) e Mcniff e
Kaplan (2008) também observaram a presenca de pDc na epiderme em
algumas amostras de LE, embora a imunomarcagcdo tenha sido
predominantemente no infiltrado inflamatério, semelhante aos atuais
achados.

Chanprapaph et al. (2022) em seu estudo de LE oral, ndo avaliaram a

presenca de pDcs no epitélio das leses orais.



DiscussAo - 146

Embora a presenca de pDc no LE seja predominantemente no
infiltrado inflamatério, como confirmado nesta pesquisa, a presenca no
epitélio dessas células dendriticas talvez reflita uma maior agresséo tecidual
nessas localizacdes. Vermi et al. (2009) demonstraram que as células
dendriticas plasmocitoides podem ser observadas na juncdo dermoepitelial
em associacao com ceélulas T citotoxicas, nas areas de severo dano epitelial.
Neste estudo, muitas das amostras das lesdes orais com essas
caracteristicas apresentaram clinicamente erosdes, bolhas e JUlceras,
demonstrando grande dano no epitélio. No entanto, para a confirmacéo
dessa hipétese, novos estudos serdo necessarios.

Nos controles formados de mucosas higidas foram encontradas em
cinco amostras (n = 5 de 10) expressdao minima de CD123, todos
distribuidos na lamina prépria em minimos infiltrados perivasculares
profundos. A presenca de expressao positiva de CD123 nessas amostras
pode ser explicada pelo fato de essas serem espécimes obtidos através de
exodontia de terceiros molares, situacdo em geral acompanhada de
pequeno processo inflamatério.

Entdo, uma vez que a expressdo de CD123 esta presente quase na
totalidade das amostras de LE oral, localizada predominantemente na lamina
propria, coincidente com a distribuicdo dos infiltrados inflamatérios, é
possivel inferir que as células dendriticas plasmocitoides tém um importante
papel na fisiopatologia do LE oral.

As células dendriticas foliculares expressam varios marcadores de

superficie, sendo um deles o CD21. No LE, participam da remocdo de
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materiais apoptoéticos e autoantigenos, e 0s apresentam para ceélulas B.
Também promovem a sobrevivéncia das células B, evitando que sofram
apoptose nos centros germinativos. Segundo Baumann et al. (2002), debris
apoptoticos que ndo foram retirados totalmente pelos macrofagos, se ligam
as fDcs, que ativam as células B, promovendo a formacao de autoantigenos,
contribuindo com o processo inflamatério do LE.

Normalmente, as fDCs localizam-se nos foliculos linfoides dos
linfonodos, baco e nos tecidos linfoides associados a mucosa (Seitz e
Matsushima, 2010). No entanto, as fDcs, assim como as células dendriticas
plasmocitoides, podem estar presentes em condicfes inflamatorias e
infeccbes crbnicas em tecidos nao linfoides (Aguzzi et al., 2014; Silva-
Sanchez et al., 2018).

Dos 40 casos de LE intraoral, foi encontrado apenas duas amostras
com imunomarcacdo positiva para CD21 e o controle constituido de
mucosas higidas foi integralmente negativo. Porém, além das duas
amostras, foi observado em alguns outros espécimes, imunoexpressao
intensa de CD21 agrupada na lamina prépria, provavelmente
correspondente a foliculos linfoides ectépicos.

Estruturas linfoides ectépicas ja foram relatadas anteriormente na
literatura em doencgas autoimunes como a nefrite lipica (Chang et al., 2011),
nas glandulas salivares de pacientes com Sindrome de Sjogren (Silva-
Sanchez et al., 2018), na artrite reumatoide (El Shikh et al.,, 2022) e no
Liquen Plano Oral (Navas Alfaro et al., 2003). Assim como sua formagéo ja

foi induzida experimentalmente nas glandulas salivares de camundongos
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imunossuprimidos (Bombardieri et al., 2012). Essas estruturas estédo
associadas as infeccbes cronicas e as doencas inflamatérias. No entanto,
segundo Silva-Sanchez et al. (2018), apesar de sua associacdo com
patologias, essas estruturas sdo consideradas um componente normal,
embora transitério, do sistema imunoldgico que facilita as respostas imunes
locais e cuja funcdo € diminuir a inflamacdo e a infeccdo. Dessa forma,
apesar de ser encontrado uma marcacéao intensa e agrupada de CD21 em
algumas regifes de algumas amostras, devido ao fato de esses achados
poderem corresponder a tecidos imunologicos normais, essas areas nao
foram consideradas em nesta analise morfométrica.

Até 0 momento, sdo escassos 0s trabalhos sobre a participacdo de
CD21 no LE. Foi encontrado apenas um trabalho utilizando a marcacao de
CD21 no LE cutédneo e nenhum na mucosa oral do LE.

Assim, esta comparacdo foi realizada com esse Unico estudo.
Balanescu et al. (2010) analisaram 10 lesdes cutdneas de LESA e 10
controles saudaveis sob o0s aspectos histologicos e da expressdo de
diversos marcadores pré apoptoticos, incluindo CD21 entre outros.
Encontraram pouca expressao de CD21 na derme em relacdo aos controles
normais.

Neste presente trabalho, os resultados divergiram dos achados desse
estudo, pois foi observada expressdo aumentada de CD21 em relagdo ao
controle de mucosas higidas, tanto no epitélio (p = 0,012) como na lamina

prépria (p = <0,001) localizada na regido perivascular profunda (p = 0,018).
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Contudo, como a imunomarcacdo de CD21 positiva foi muito pouco
expressiva em neste grupo de LE oral (apenas duas amostras em 40 casos,
5%), acredita-se que as células dendriticas linfoides marcadas por CD21 néao
exercam papel de destaque na fisiopatologia do LE oral. No entanto, novas
pesquisas, com uma maior casuistica, serdo necessarias para confirmar
esses achados.

Neste estudo, também foi comparado o perfil das células dendriticas
nas lesGes orais do LE localizadas na mucosa intraoral (MIl) (area nao
exposta ao sol, n = 40) e na semimucosa (SM) do labio inferior (area exposta
ao sol, n = 20). Apesar da alta frequéncia da fotossensibilidade em pacientes
com LE cutaneo, o exato mecanismo pelo qual a RUV influencia no curso
patogénico da doenca ainda permanece pouco compreendido. Sabe-se que
a RUV é capaz de induzir tanto respostas anormais na pele, como lesdes
cutdneas em doentes com LE, além de agravar e potencializar quadros
sistémicos da doenca (Lehmann et al., 1990; Kuhn et al., 2001; Lin et al.,
2007; Kuhn et al., 2011; Lehmann e Homey, 2009; Li et al., 2020). E a RUV
€ considerada o principal gatilho para a autoimunidade. Através da inducéo
de apoptose dos queratindcitos e associada a anormalidades na geracéo e
limpeza dos materiais apoptoticos, a RUV leva a uma importante formacao
de autoantigenos.

Comumente na pele normal, como foi demonstrado in vitro por
Bechetoille et al. (2007), ap0Os a radiacdo solar, ha a formagcédo de um estado
inflamatério caracterizado pela secrecdo de citocinas inflamatérias,

principalmente TNF e IL6, e diminuicdo da producéo de IL10. Ao mesmo
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tempo, células de Langerhans e células dendriticas dérmicas migram em
direcéo aos linfonodos drenantes.

Em pacientes com erupcéo polimorfa a luz (EPL), Rossi et al. (2018)
demonstraram a presenca de células plasmocitoides apds fototestes com
RUVA e RUVB, tanto na epiderme quanto na derme das amostras, inclusive
em todos os espécimes dos controles saudaveis, porém com maior
expressado de pDcs na derme dos casos de EPL.

No LE, segundo Zhou et al (2021), apés a RUV os queratindcitos
irradiados induzem a liberacdo de TNF-a e IL-1 que medeiam a liberacdo de
outras citocinas como IL-6, IL-10, IL-17 e, secundariamente, a molécula de
adeséao celular ICAM-1, que auxilia na migracdo dos leucocitos para a pele,
promovendo a inflamacéo. Ao mesmo tempo, células de Langerhans migram
para os linfonodos drenantes, apresentando o material fagocitado para
linfécitos T. Os imunocomplexos formados, oriundos de apoptose dos
queratinécitos, ativam células dendriticas plasmocitoides, que vao em
direcdo a pele (Wolf et al.,, 2018; Zhou et al., 2021). Diversos estudos
demonstram que as células dendriticas plasmocitoides acumulam-se nas
lesGes cutaneas de LE induzidas pela RUV e sdo responsaveis pelo
aumento da secrecdo de IFN-a, importante citocina ligada a patogénese do
LE (Lehmann e Homey, 2009; Kuhn e Landmann, 2014; Zhou et al.,2021,
Fetter et al., 2022). Apesar dos trabalhos existentes na literatura sobre a
acdo da RUV sobre as células dendriticas nas lesfes cutaneas do LE, ndo
encontramos estudos correlacionando esse aspecto as lesdes orais.

Acredita-se, portanto, ser este um trabalho pioneiro.
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No presente estudo, foi comparado a expresséo de células dendriticas
CDla entre os grupos de mucosa intraoral (sem exposicdo solar) e
semimucosa (com exposicao solar) e ndo foi obtido diferencas estatisticas
em nenhuma das topografias analisadas (epitélio p = 0,998; lamina propria p
= 0,850; regido JELP p = 0,414, perivascular profunda p = 0,687).

A RUV, principalmente a RUVB, apo0s induzir a apoptose dos
queratindcitos, promove a deplecdo das células CDla na epiderme, e
aumento dessas na derme, provavelmente em decorréncia da migracéo
dessas células em direcdo aos linfonodos drenantes, como ja foi bem
documentado na literatura pele normal e no LE cutaneo (Laihia e Jansen,
2000; Janssens et al., 2005; Facy et al., 2005; Furio et al., 2005; McLoone et
al., 2005; Gibbs e Norval, 2013). Foi obtido tal padrédo neste estudo com as
lesbes orais de LE da mucosa intraoral. Percebe-se essa mesma tendéncia
no grupo da semimucosa. No entanto, por ser este grupo formado
exclusivamente por amostras obtidas do labio inferior e o grupo controle ser
constituido por amostras de mucosa higida intraorais, essa tendéncia devera
ser confirmada em estudo posterior. Além disso, foi observado, ao se
comparar a expressdo de CDla nas lesbes expostas (semimucosa) e néao
expostas ao sol (mucosa intraoral), maior imunoexpressao das células CDla
tanto no epitélio como na lamina propria no grupo da semimucosa.

Acredita-se que possa haver duas possibilidades para a interpretagao
dessa diferenca: ou pela exposicdo do grupo da semimucosa a uma
agressao tecidual maior (fenbmeno observado por Santoro et al. (2005) e

Solhaug et al. (2022) no liquen plano oral) ou pela persisténcia da exposicao
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a RUV, que talvez pudesse levar a um comportamento diferente das células
dendriticas nestas localizagcdes. No entanto, estudos experimentais em
camundongos demonstraram que a exposicdo crénica a RUVB também
reduz o numero de células de Langerhans na epiderme e aumentam no
linfonodo drenante (Macve et al., 2004; McLoone et al., 2005), o que nos faz
descartar a segunda hipotese.

Entretanto, ndo se sabe se essa resposta seria diferente no LE oral,
pois na literatura néo foi encontrado estudos semelhantes.

E possivel, entdo, depreender que apesar da RUV interferir nas
células dendriticas CD1a, promovendo sua deplecdo na epiderme e
migracdo para a lamina prépria, e a RUV ser importante na deflagracdo da
resposta imune no LE, o fato de ndo se obter diferencas estatisticas entre os
dois grupos, nos faz inferir que apos a inicializacdo da doenca, essas células
comportam-se de forma semelhante tanto nas lesBes expostas
(semimucosa) como nas hao expostas (mucosa intraoral).

Semelhante a expressdo de CD1la, também na imunoexpressao de
Langerina, ndo foi observado diferencas estatisticas em ambos 0s grupos,
em relacdo a expressao no epitélio (p = 0,504), na lamina propria (p = 0,288)
e nessa regido perivascular profunda (p = 0,209). No entanto, foi encontrado
diferencas na regido superficial ou da juncdo epitélio/lamina propria (p =
0,043).

A RUV age sobre as células dendriticas epidérmicas marcadas por
Langerina (células de Langerhans epidérmicas) modificando sua forma e

funcéo (Seité et al., 2003, Gibbs e Norval, 2013). E assim como as células
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dendriticas marcadas por CDla, as ceélulas com imunoexpressao de
Langerina também migram da epiderme em direcdo a derme apos a
agressao causada pela RUV aos queratindcitos, promovendo uma deplecéo
dessas células na epiderme (Gibbs e Norval, 2013). Esse resultado foi
observado neste estudo no epitélio do grupo da mucosa intraoral de LE.
Entretanto, ao contrario do que era esperado, foi observado no epitélio da
semimucosa uma tendéncia de aumento da expressdo de Langerina, nao
acompanhando o padrdo de distribuicdo aguardado. No entanto, esse
achado necessitara ser confirmado em trabalho futuro, pois devido as
diferentes origens de localizac&o das lesGes da semimucosa e das amostras
do controle de mucosa higida, ambos ndo puderam ser comparados.

Contudo, estes experimentos foram feitos em duplicatas, confirmando
os resultados obtidos. De qualquer modo, acredita-se que esse achado néo
invalida os presentes resultados ja que ndo houve diferencas estatisticas
entre 0s grupos nesta topografia.

As células apresentadoras de antigenos, principalmente as marcadas
por Langerina, tém grande importancia na modulacdo da resposta
inflamatoria através da inducédo de células T reguladoras e citocinas como
Interleucina (IL) 10 e 12 (Sarkar et al., 2018). No presente estudo, embora,
tenha ocorrido maior expressao de Langerina no grupo da mucosa intraoral,
na regido superficial ou JELP em relacdo & semimucosa (p = 0,043), a
imunomarcacdo de Langerina na lamina propria como um todo foi pouco
expressiva (n = 14 de 40, 35% na MI, e n = 8 de 20, 40% na SM),

comparativamente ao epitélio (n = 31 de 40, 77,5% na Ml e n = 19 de 20,
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95%), com valores de mediana que variaram de 0,000% a 0,003%,
confirmando a pouca presenca dessas células nessas areas e inferindo
pouca participacdo das células na formacéo do infiltrado inflamataorio.

Assim, ja que nao foi obtido diferencas estatisticas para
imunoexpressao de langerina em nenhuma das outras topografias (p = 0,504
no epitélio; p = 0,288 na lamina prépria; p = 0,209 na regido perivascular
profunda) e foi encontrado pouca expressao na JELP, é possivel pressupor
que as células marcadas por Langerina apesar de exercerem importante
papel na deflagracdo e modulacdo da reacdo inflamatéria, a partir da
inicializacdo do processo, ndo sofram mais interferéncia da exposicdo da
radiacao solar.

N&o foi encontrado estudos sobre a influéncia da radiacéo solar sobre
as células dendriticas foliculares marcadas por CD21. Nesta casuistica,
foram poucas as amostras com expressdo positiva para CD21, tanto no
grupo de mucosa intraoral (n = 2 de 40, 5%) quanto no grupo da
semimucosa (n = 2 de 20, 10%). Ademais, no presente trabalho, ndo foi
obtido diferencas estatisticas na expressdo das células dendriticas
marcadas por CD21 entre os subgrupos de mucosa intraoral e semimucosa
em nenhuma das topografias estudadas: epitélio (p = 0,434); lamina prépria
(p = 0,433); area superficial ou JELP (p = 0,395); regido perivascular
profunda (p = 617).

Entdo, infere-se que a partir do inicio do processo imune estimulado
pela RUV, as células dendriticas foliculares ndo sofram interferéncia da

exposicao solar nas lesdes orais de LE.
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Neste estudo, observou-se que a expressdo de células dendriticas
marcadas com CD123 foi maior no grupo da semimucosa em comparacao
com a mucosa intraoral, com significancia estatistica: epitélio (p = 0,024),
lamina prépria (p = 0,047), regido superficial ou juncdo epitélio lamina
propria (p = 0,001). Embora também tenha sido observado maior
imunomarcacdo na regidao perivascular profunda, ndo foi obtido diferenca
significativa para essa topografia (p = 0,072).

O aumento da imunoexpressdo de CD123 na semimucosa pode ser
explicado talvez por uma maior lesdo tecidual causada pela intensa
exposicdo solar nesse grupo. Porém, como até o momento nado foi
encontrado estudos relacionados a influéncia da RUV nas células
dendriticas plasmocitoides nas lesdes orais do LE, os presentes dados
foram comparados com os achados encontrados nos estudos de LE
cutdneo. Ja em 2009, Lehmann e Homey propuseram um modelo em LE
cutdneo, que pode explicar esse aumento. De acordo com os autores, a
injaria tecidual, resultante de apoptose e necrose de queratinécitos induzida
pela radiacdo solar, recruta e ativa células T e pDCs, guiando essas células
para as areas de maior agressao tecidual. Essas células, apés a migracao
para a area de dano, entdo liberam citocinas (IFN-a) e amplificam a
producdo de quimiocinas e o0 recrutamento de leucécitos. As pDcs ali
acumuladas séo responséaveis por um maior aumento da secrec¢ao de IFN-q,
resultando na lesao de LE.

Também foi observada neste estudo uma diferenca expressiva entre a

imunomarcacao de pDcs na regido superficial ou de juncdo epitélio lamina
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prépria entre os dois grupos (p = 0,001), o que néo foi encontrado na regiao
perivascular profunda (p = 0,072). Novamente, a diferenca pode ser
explicada pela maior injaria tecidual causada pela radiacdo solar. Os
queratindcitos irradiados, além de produzirem citocinas inflamatérias que
deflagram a cascata de inflamac&o e que da inicio a formacédo da leséo
cutanea de LE, expressam, também, IFN-k.Este interferon é responsavel
pelo aumento da fotossenssibilidade, através da sinalizacéo para a producao
de IFN-a pelas células dendriticas plasmocitoides (Sarkar et al., 2018, Wolf
et al., 2018; Garelli et al., 2020) e IFN-a, através das quimiocinas, direciona
a localizacdo da formacédo do infiltrado inflamatério do LE (Wenzel et al;
2007; Kuhn e Landmann, 2014; Zhou et al.,2021, Fetter et al., 2022).

Mas a expressdo aumentada das células plasmocitoides pode ainda
determinar um outro aspecto. De acordo com Fetter et al. (2022), esse dado
tem uma importante relacdo com o aumento do grau do infiltrado na derme.
Tal correlacdo ndo foi possivel obter nesta pesquisa, sendo necessario
novos estudos para a confirmacéao.

Entdo, a somatéria desses achados, nos permite inferir que a RUV
interfere nas células dendriticas plasmocitoides marcadas pela proteina

CD123, aumentando sua expressao nas areas de fotoexposicao.
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1) As manifestacbes clinicas orais do LE sao compostas,
principalmente, pela forma cutdnea da doenca, pela predominancia da
apresentacao crbnica discoide, localizada preferencialmente nos labios,
palato e mucosa jugal.

2) Os aspectos histopatolégicos do LE oral revelam uma predilecéo
de disposicao do infiltrado inflamatério superficial ou de interface e profundo
perivascular, constituido predominantemente por linfocitos. No epitélio, ha
marcadamente degeneracdo hidropica e apoptose dos queratinécitos,
associadas ao espessamento da camada basal epitelial e dos vasos.

3) A andlise da imunofluorescéncia direta mostra predominantemente
depdsitos de padrdo granuloso, constituidos por imunoglobulina da classe
IgM encontrada na Zona da Membrana Basal.

4) As células dendriticas representadas pelas moléculas CDla,
Langerina e CD123 sdo expressas nas lesbes orais de LE. A
imunomarcacao dessas moléculas localizadas na lamina prépria, coincidente
com as areas de infiltrado inflamatério, sugere sua participacdo na resposta
imunoldgica da doenca.

5) A expressdo de células dendriticas na mucosa exposta ao sol
(vermilido labial) e na mucosa intraoral (sem exposi¢cao solar) apresentam
diferencas, com maior imunomarcacdo das células dendriticas
plasmocitoides (representadas pela expressdo de CD123) nas lesbes

mucosas orais expostas a radiacao solar.



8 ANEXOS



ANEXOS - 160

Anexo A - Carta aprovacao CAPPesp

/ Derma
Fr USP - HOSPITAL DAS
i < Plataforma
"k CLINICAS DA FACULDADE DE “{ grasi

MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO IMUNOISTOQUIMICA DAS CELULAS DENDRITICAS NO LUPUS
ERITEMATOSO ORAL.
Pesquisador: Marcello MEnta Simonsen Nico
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 64311717.5.0000.0068
Institui¢cdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.967.787

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional descritivo e retrospectivo. Serdo incluidos espécimes de bipsias de
lesbes orais de 30 pacientes com diagnéstico de Lupus Eritematoso (LE) e amostras de bidpsias de mucosa
oral de 10 pacientes sem doengas autoimunes, como controle, dos arquivos do Laboratdrio de
Dermatopatologia do Departamento de Dermatologia da FMUSP. As amostras de LE oral ser&o divididas em
lesdes intraorais (ndo exposta ao sol) (Grupo 1) e lesdes de semi-mucosa oral (Exposta ao sol)Grupo 2.Sera
realizada andlise em H.E e imuno-histoquimica. Dados como sexo, cor, idade, localizagao e apresentagéo
clinica das lesdes orais do LE serdo incluidos através da anélise dos respectivos prontuarios.

Objetivo da Pesquisa:
Geral - O objetivo deste estudo é avaliar a presenca e distribuigdo das células dendriticas nas lesdes orais

do LE, e seu possivel papel na patogénese da doenga. Especificos - A) Identificar os perfis de células
dendriticas com base na expressdo de moléculas CD1a, CD21 e Langerina no epitélio e no infiltrado
inflamatério das lesdes orais do LE.B) Comparar o perfil das células dendriticas das les6es mucosas
intraorais (ndo expostas ao sol) com o das lesdes da semi-mucosa labial (expostas ao sol).

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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rE> USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE “{ giavarerme
1 L\ MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagao do Parecer: 1.967.787

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
O risco é minimo por se tratar de espécimes ja coletados e armazenados.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto é interessante e pertinente, apresenta metodologia adequada aos objetivos propostos.
Considerages sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Sem pendéncias.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugao CNS n? 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a nio publicagao dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 31/01/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_845319.pdf 12:32:48
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 31/01/2017 |Marcello MEnta Aceito
12:32:09 | Simonsen Nico

Outros Cadastro_online_16059.pdf 31/01/2017 [Marcello MEnta Aceito
12:28:26 | Simonsen Nico

Projeto Detalhado / | Projeto.doc 29/01/2017 |Marcello MEnta Aceito

Brochura 22:45:17 | Simonsen Nico

Investigador

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5¢ andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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Continuago do Parecer: 1.967.787

SAO PAULO, 16 de Margo de 2017

a

’ Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
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Anexo B - Dados clinicos e epidemiolégicos do LE Oral (n = 60)

Duracao da Forma da Leséo

Casos Idade Sexo Raca LES/LEC D Local
oenca Mucosa

Mucosa Intraoral
1 59 F Parda LEC 4 anos Cronica Discoide Léabio Superior
2 38 F Branca LES 8 anos Cronica Discoide Palato
3 46 F Branca LEC 7 anos Cronica Discoide Mucosa Jugal
4 28 F Branca LES 9 meses Aguda Palato
5 38 M Branca LEC inicio Cronica Discoide Mucosa Jugal
6 25 F Branca LES inicio Aguda Mucosa Jugal
7 53 M Branca LEC inicio Cronica Discoide Léabio Superior
8 27 F Preta LEC 6 anos Cronica Discoide Mucosa Jugal
9 27 F Branca LES 2 anos Cronica Discoide Mucosa Jugal
10 33 F Branca LES 11 anos Crdnica discoide Léabio Superior
11 26 F Preta LES 7 anos Cronica discoide Mucosa Jugal
12 11 F Parda LES inicio Aguda Palato
13 34 F Parda LES 2 anos Crdnica discoide Léabio superior
14 57 M Branca LES 10 anos Aguda Palato
15 36 F Parda LEC inicio Cronica Discoide Palato
16 42 F Branca LEC 3 anos Cronica Discoide Mucosa Jugal
17 27 F Branca LES inicio Aguda Palato
18 24 F Parda LES 4 meses Subaguda Palato
19 43 F Branca LEC 4 anos Cronica Discoide Mucosa Jugal
20 33 M Parda LES inicio Aguda * Labio Superior
21 22 F Branca LES 1 ano Aguda * Palato
22 53 F Parda LES 14 anos Cronica Discoide Lingua
23 23 F Branca LES inicio Subaguda Palato
24 23 F Amarela LES inicio Aguda * Labio superior
25 31 F Branca LES 1 ano Aguda Gengiva
26 45 F Branca LES 27 anos Aguda Palato
27 24 M Parda LES inicio Aguda Gengiva
28 26 F Branca LES inicio Aguda * Mucosa Jugal
29 58 F Parda LES inicio Aguda Labio superior
30 21 M Branca LES inicio Aguda Palato
31 55 F Parda LEC 22 anos Cronica Discoide Mucosa Jugal
32 27 F Branca LES 10 anos Cronica Discoide Palato
33 38 M Branca LEC inicio Cronica Discoide Mucosa Jugal
34 19 F Branca LES 6 anos Aguda Palato
35 76 F Branca LEC 2 anos Cronica Discoide Lingua
36 57 F Branca LEC inicio Cronica Discoide Mucosa Jugal
37 31 F Parda LES 1 ano Crdnica discoide Mucosa Jugal
38 26 F Branca LEC 4 anos Cronica discoide Palato
39 48 F Branca LEC 3 anos Crdnica discoide Mucosa Jugal
40 29 F Branca LEC 7 anos Cronica discoide Palato

Semimucosa
41 21 F Branca LES 3 meses Aguda Labio Inferior
42 51 F Branca LEC 21 anos Cronica Discoide Labio Inferior
43 21 M Branca LEC inicio Cronica Discoide Labio Inferior
44 47 F Parda LEC 11 anos Cronica Discoide Labio Inferior
45 41 M Parda LEC 14 anos Cronica Discoide Léabio inferior
46 22 M Branca LEC 1 ano Cronica Discoide Labio Inferior
47 28 F Parda LEC 2 anos Cronica Discoide Labio Inferior
48 76 M Preta LEC 11 anos Cronica Discoide Léabio inferior
49 42 F Branca LEC inicio Cronica Discoide Labio inferior
50 52 F Branca LEC 1 ano Cronica Discoide Léabio inferior
51 21 M Branca LES inicio Aguda Léabio inferior
52 29 F Parda LEC 4 anos Cronica Discoide Labio inferior
53 57 F Branca LEC inicio Cronica Discoide Labio inferior
54 70 E Branca LEC 17 anos Cronica discoide Léabio inferior
55 47 F Parda LEC 16 anos Cronica Discoide Labio Inferior
56 26 E Branca LEC 26 anos Cronica discoide Labio Inferior
57 63 F Branca LEC 2 anos Cronica discoide Labio Inferior
58 63 M Branca LEC 21 anos Cronica Discoide Labio inferior
59 31 F Parda LEC 9 anos Cronica Discoide Labio inferior
60 62 E Preta LES 35 anos Cronica Discoide Labio inferior

MI: mucosa intraoral; SM: semimucosa; F: feminino; M: masculino; LES: lUpus eritematoso sistémico; LEC: ltpus
eritematoso cutaneo; Sinal de asterisco *: presenca de Ulcera.
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Anexo C - Aspectos daimunofluorescéncia direta do LE oral (n = 60)

Caso Imunofluorescéncia

Mucosa Intraoral

1

2
3
4

10
11

12

13
14

15

16
17
18

19
20

21

22
23
24
25
26
27

28

29
30
31

32

Presenca de fluorescéncia linear, intensa, continua na ZMB para anti IgG e C3
Nao Informada

Auséncia de fluorescéncia especifica.

Presenca de fluorescéncia homogénea, intensa e continua na ZMB e corpos citoides para
anti-lgM.

Presenca de fluorescéncia homogénea, continua moderada na ZMB para Anti IgG e raros
corpos citoides fluorescentes na derme papilar para Anti IgM.

Presenca de fluorescéncia granulosa, discreta, caracteristica ZMB e corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para anti IgM

Presenca de fluorescéncia homogénea, intensa, continua na ZMB e corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para anti IgM

Presenca de fluorescéncia granulosa, continua, moderada na ZMB para anti- IgM e C3
Auséncia de fluorescéncia especifica
Auséncia de fluorescéncia

Auséncia de fluorescéncia especifica

Fluorescéncia dos nucleos dos queratinécitos para Anti IgG; Fluorescéncia granulosa
moderada continua na ZMB para Anti IgM e C3.

Presenca de fluorescéncia granulosa, moderada, continua na ZMB para anti-
19G,IgM,IgA,C3

N&o Informada

Presenca de fluorescéncia dos nucleos de queratindcitos epidermicos para anti IgG,
granulosa continua moderada na ZMB e corpos citoides fluorescentes na derme papilar
para anti-lgM

Presenca de fluorescéncia granulosa, moderada, continua na ZMB e corpos fluorescentes
na derme papilar para anti-IgM

Presenga de fluorescéncia granulosa continua, intensa na ZMB para anti IgM.

Presenca de fluorescéncia granulosa intensa continua na ZMB para anti- IgM e anti- C3 e
moderada para anti- IgG

N&o Informada
Presenca de fluorescéncia granulosa, discreta, continua na ZMB para anti-C3

Presenca de fluorescéncia granulosa, discreta, continua na ZMB e ao redor dos vasos da
derme para anti IgM e IgA.

Presenca de fluorescéncia granulosa, discreta, continua na ZMB para Anti IgM
Presenca de fluorescéncia granulosa, focal, moderada na ZMB para Anti-IgM e Anti C3
Auséncia de fluorescéncia especifica

N&o Informada

Auséncia de fluorescéncia especifica

Presencga de fluorescéncia granulosa, continua, moderada na ZMB para anti- IgM.

Presenca de Fluorescéncia linear, moderada, continua na ZMB para anti IgA, Anti IgG e
anti C3. Presenca de fluorescéncia linear, discreta, continua na ZMB para anti IgM.

Auséncia de Fluorescéncia especifica
Presenca de fluorescéncia continua, moderada na ZMB para anti IgG, IgM, IgA e C3

Nao Informada

Presenca de fluorescéncia homogénea, discreta, continua na ZMB e corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para Anti IgM

continua



ANEXOS - 165

conclusao

Caso Imunofluorescéncia

Mucosa Intraoral

33

34

Presenca de fluorescéncia homogénea, focal, discreta na ZMB para anti IgM.

Presenca de fluorescéncia granulosa, moderada, continua na ZMB para anti C3.
Presenca de fluorescéncia homogénea, moderada, continua na ZMB e na parede dos
vasos da lamina prépria para Anti IgM

Mucosa Intraoral

35
36

37

38
39
40

Fluorescéncia granulosa, discreta, descontinua da ZMB, e raros corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para Anti IgM.

Auséncia de Fluorescéncia

Presenca de fluorescéncia granulosa, discreta descontinua na ZMB para anti IgM;
homogénea, discreta focal na ZMB para Anti IgG; granulosa, discreta continua na ZMB e
na parede dos vasos da derme papilar para Anti C3.

Auséncia de fluorescéncia especifica

Presenca de fluorescéncia positiva em numerosos corpos citoides na derme papilar para
Anti IgM

Presenca de corpos citoides fluorescentes na derme papilar para IgM e IgA

Semimucosa

41
42

43

44
45
46

47
48
49
50
51

52

53
54
55
56
57
58
59

60

Auséncia de fluorescéncia especifica

Presenca de fluorescéncia homogénea, intensa, continua na ZMB para anti-IgM.

Presenca de fluorescéncia homogénea, intensa, continua na ZMB e corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para anti IgM

Presenca de fluorescéncia homogénea, moderada, continua na ZMB para anti IgG, IgM,
IgA E C3

Presenca de fluorescéncia granulosa, moderada, continua na ZMB para IgM

Presenca de fluorescéncia homogénea, intensa, continua na ZMB e corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para anti IgM

Presenca de fluorescéncia granulosa, focal, discreta na ZMB para Anti-IgG, IgM e C3
Presenca de fluorescéncia granulosa moderada focal na ZMB para Anti IgM
Auséncia de fluorescéncia especifica

N&o Informada

Presenca de fluorescéncia continua, moderada na ZMB para anti IgG, IgM, IgA e C3

Presenca de fluorescéncia granulosa moderada continua na ZMB para IgM e presenca de
fluorescéncia moderada homogénea continua para IgG

Presenca de fluorescéncia homogénea, moderada, continua, na ZMB para anti IgG.
Numerosos corpos citoides fluorescentes na derme papilar para anti IgM.
Auséncia de fluorescéncia especifica

Presenca de fluorescéncia em raros corpos citoides na derme papilar para Anti IgM.

Presenca de fluorescéncia homogénea e moderada e descontinua na ZMB para anti IgG,
anti IgA, anti IgM e anti C3.

Presenca de fluorescéncia de corpos citoides na derme papilar para anti IgM.
Né&o informada

Presenca de fluorescéncia granulosa moderada, continua na ZMB e corpos citoides
fluorescentes na derme papilar para anti IgM.

ZMB: zona da membrana basal; Anti-lgM: Anti imunoglobulina M; Anti-IgG: anti imunoglobulina G; Anti-
IgA: anti imunoglobulina A; Anti C3: anti Complemento C3.
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Anexo D - Analise da frequéncia das classes e localizacdo dos
imunorreactantes das imunofluorescéncias diretas positivas
do grupo de LE oral (n = 41) e dos subgrupos mucosa
intraoral (n = 26) e semimucosa (n = 15)

Imunoreactantes Imunofluorescéncias Positivas

Localizag&o LE O‘{i)l (n= i’\r:lturggf;‘l Ser(r;in:uig?sa
((ER49))

ZMB 7 de 41 (17%) 4 de 26 (15%) 3 de 15 (20%)

IgM ZMB e Corpos citoides 9de 41 (22%) 6 de 26 (23%) 3 de 15 (20%)
Corpos citoides 4 de 41 (10%) 1de 26 (4%) 3de 15 (20%)

IgM+C3 ZMB 2de 41 (5%) 2de 26 (8%) 0 de 15 (0%)
IgM+IgA ZMB e parede dos vasos 1de 4l (2%) 1de 26 (4%) 0 de 15 (0%)
Corpos citoides 1de 41 (2%) 1de 26 (4%) 0de 15 (0%)

IgM+IgG ZMB 1de 41 (2%) O0de 26 (0%) 1de 15 (7%)
lgG ZMB 1de 41 (2%) Ode 26 (0%) 1 de 15 (7%)
IgG+C3 ZMB 1de 41 (2%) 1de 26 (4%) 0 de 15 (0%)
c3 ZMB 1de 41 (2%) 1de 26 (4%) O de 15 (0%)
IgM+lgG+IgA+C3 ZMB 6 de 41 (15%) 3de 26 (11,5%) 3 de 15 (20%)
IgM+IgG+C3  ZMB 2de 41 (5%) 1de26(4%) 1de 15 (7%)
1gG/IgM ZMB/corpos citoides 1de 41 (2%) 1de 26 (4%) 0 de 15 (0%)
IgM+C3/ 1ge ~ £MB/nucleo dos 1de 41 (2%) 1de 26 (4%) O de 15 (0%)

gueratinécitos
ZMB e corpos
IgM/IgG citoides/nucleo dos 1de 41 (2%) 1de 26 (4%) 0 de 15 (0%)
queratinécitos

ZMB e Parede dos vasos/

IgM/C3 e 1de 41 (2%) 1de 26(4%) O de 15 (0%)
IgM+IgG/C3 52@35“'8 eparede dos 4 1049 (206) 1 de 26 (4%) O de 15 (0%)

IFD: Imunofluorescéncia; LEO: lUpus eritematoso oral ZMB: zona da membrana basal; IgM:
imunoglobulina M; IgG: Imunoglobulina G; IgA: imunoglobulina A; C3: complemento C3.
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Anexo E - Comparacdo dos dados morfométricos. Analise da proteina
CD1la entre os subgrupos Mucosa Intraoral (sem exposicao
solar) e Semimucosa (com exposicao solar) e destes com o
controle

Variaveis Grupos Mediana Percentil 25  Percentil 75
Mucosa Intraoral  0,1980% 0,1020% 0,4310%
- 0,003 0,998
0, 0, 0, ! 1
CDlaEP Semimucosa 0,5610% 0,1760% 0,6310% p<0,005 p> 0,005
Controle 1,9120% 0,6870% 2,5850%
Mucosa Intraoral  0,0430% 0,0210% 0,0730%
. 0,153 0,850
0, 0, 0, 1 [}
CDlalLP  Semimucosa 0,0520% 0,0130% 0,0920% p> 0,05 p> 0,05
Controle 0,0300% 0,0040% 0,0480%
Mucosa Intraoral 0,0370% 0,0120% 0,0890%
. 0,060 0,414
0, 0, 0, 1 [l
CDla JUN Semimucosa 0,0200% 0,0030% 0,0530% p> 0,05 p> 0,05
Controle 0,0240% 0,0050% 0,0450%
Mucosa Intraoral  0,0290% 0,0050% 0,0650%
. 0,002 0,687
0, 0, 0, Y Y
CDla PV Semimucosa 0,0210% 0,0070% 0,0910% p < 0,05 p> 0,05
Controle 0,0050% 0,0000% 0,0250%

EP: epitélio; LP: Iamina propria; JUN: Juncao epitélio lamina prépria; PV: perivascular profundo; MxC: grupo
mucosa intraoral comparado com grupo controle; MxS: grupo mucosa intraoral comparado com grupo
semimucosa.

Os valores da significancia (p) foram baseados no modelo linear generalizado, com distribuigcdo de
probabilidade tipo Tweedie, e comparagdo post-hoc pelo procedimento de Sidak. p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.
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Anexo F- Comparacao dos dados morfométricos. Analise da proteina
Langerina entre os subgrupos Mucosa Intraoral (sem
exposicao solar) e Semimucosa (com exposi¢cdo solar) e
destes com o controle

VEUEVES Grupos Mediana Percentil 25 Percentil 75 p MxC p MxS
Mucosa Intraoral  0,0500% 0,0090% 0,1850%
. 0,944 0,504
0, 0, 0, ’ 1
Lang EP Semimucosa 0,1330% 0,0610% 0,2580% b > 0,005 b > 0,005
Controle 0,1120% 0,0550% 0,1890%
Mucosa Intraoral  0,0030% 0,0000% 0,0110%
. 0,012 0,288
0, 0, 0, 2 2
Lang LP Semimucosa 0,0030% 0,0000% 0,0060% p <005 p > 0,005
Controle 0,0000% 0,0000% 0,0040%
Mucosa Intraoral  0,0020% 0,0000% 0,0150%
. 0,006 0,043
0, 0, 0, ! !
Lang JUN Semimucosa 0,0000% 0,0000% 0,0050% p < 0,05 D < 0,05
Controle 0,0000% 0,0000% 0,0010%
Mucosa Intraoral  0,0000% 0,0000% 0,0020%
. 0,596 0,209
0, 0, 0, 2 2
Lang PV Semimucosa 0,0010% 0,0000% 0,0080% p>005 p>005
Controle 0,0000% 0,0000% 0,0000%

EP: epitélio; LP: lamina propria; JUN: Juncdo epitélio lamina prépria; PV: perivascular profundo; MxC:
grupo mucosa intraoral comparado com grupo controle; MxS: grupo mucosa intraoral comparado com
grupo semimucosa.

Os valores da significancia (p) foram baseados no modelo linear generalizado, com distribuicdo de
probabilidade tipo Tweedie, e comparagéo post-hoc pelo procedimento de Sidak. p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.
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Anexo G - Comparacdo dos dados morfométricos. Analise da proteina
CD123 entre os subgrupos Mucosa Intraoral (sem exposicao
solar) e Semimucosa (com exposicdo solar) e desses
subgrupos com o controle

VYEUEVES Grupos Mediana Percentil 25 Percentil 75 p MxC p MxS
Mucosa Intraoral  0,0000% 0,0000% 0,0000%
. 0,005 0,024
0, 0, 0, ' '
CD123 EP Semimucosa 0,0010% 0,0000% 0,0040% p < 0,05 p < 0,05
Controle 0,0000% 0,0000% 0,0000%
Mucosa Intraoral  0,0740% 0,0290% 0,2090%
. 8 8 o <0,001 0,047
CD123 LP Semimucosa 0,1850% 0,0520% 0,5670% p<0,05 p <0,05
Controle 0,0000% 0,0000% 0,0020%
Mucosa Intraoral  0,0550% 0,0190% 0,1250%
i 0 0 0 <0,001 0,001
CD123JUN  Semimucosa 0,2690% 0,0330% 0,5630% D < 0,05 D < 0,05
Controle 0,0010% 0,0000% 0,0030%
Mucosa Intraoral  0,0770% 0,0210% 0,2150%
i 0 0 9 <0,001 0,072
CD123 PV Semimucosa 0,0990% 0,0380% 0,6690% p<0,05 p>0,05
Controle 0,0000% 0,0000% 0,0010%

EP: epitélio; LP: lamina prépria; JUN: Juncdo epitélio lamina propria; PV: perivascular profundo; MxC:
grupo mucosa intraoral comparado com grupo controle; MxS: grupo mucosa intraoral comparado com
grupo semimucosa.

Os valores da significancia (p) foram baseados no modelo linear generalizado, com distribuicdo de
probabilidade tipo Tweedie, e comparagao post-hoc pelo procedimento de Sidak. p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.
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Anexo H - Comparacao dos dados morfométricos. Anélise da proteina
CD21 entre os subgrupos Mucosa Intraoral (sem exposicao
solar) e Semimucosa (com exposicdo solar) e desses
subgrupos com o controle

VEUEVES Grupos Mediana Percentil 25 Percentil 75 p MxC
Mucosa Intraoral 0,00% 0,0000% 0,0000%
. 0,012 0,434
0, 0, 0, ' '
CD21 EP Semimucosa 0,00% 0,0000% 0,0000% p<005 p>005
Controle 0,00% 0,0000% 0,0000%
Mucosa Intraoral 0,00% 0,0000% 0,0020%
. 7 a a <0,001 0,433
CD21LP  Semimucosa 0,00% 0,0000% 0,0020% p<005 p>005
Controle 0,00% 0,0000% 0,0000%
Mucosa Intraoral 0,00% 0,0000% 0,0010%
. 0,394 0,395
0, 0, 0, ' '
CD21 JUN Semimucosa 0,00% 0,0000% 0,0020% p>005 p>005
Controle 0,00% 0,0000% 0,0000%
Mucosa Intraoral 0,00% 0,0000% 0,0010%
i 0, 0 o <0,001 0,617
CD21 PV  Semimucosa 0,00% 0,0000% 0,0010% p<005 p>005
Controle 0,00% 0,0000% 0,0000%

EP: epitélio; LP: lamina prépria; JUN: Juncéo epitélio lamina propria; PV: perivascular profundo; MxC:
grupo mucosa intraoral comparado com grupo controle; MxS: grupo mucosa intraoral comparado com
grupo semimucosa.

Os valores da significancia (p) foram baseados no modelo linear generalizado, com distribuicdo de
probabilidade tipo Tweedie, e comparagado post-hoc pelo procedimento de Sidak. p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.
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Estudo estatistico dos dados histologicos e frequéncia da
mucosa intraoral e semimucosa

Anexo | -

Comparacdo dos dados histolégicos entre os subgrupos mucosa intraoral e
semimucosa (epitélio e lamina propria)

Semimucosa

Mucosa intraoral

(n = 40) (n =20)
Epitélio
Hiperqueratose 14 (35,0%) 13 (65,0%)
Atrofia 6 (15,0%) 4 (20,0%)
Acantose 24 (60,0%) 12 (60,0%)
Hipergranulose 7 (17,5%) 6 (30,0%)
Hiperplasia Epitelial 3(7,5%) 5 (25,0%)

Espongiose
Degeneracéo Hidrépica
Apoptose queratindcitos
Exocitose de linfécitos
Atipia epitelial

Membrana Basal

Epitelial espessada
Dos vasos espessada

Lamina Prépria

24 (60,0%)
31 (77,5%)
28 (70,0%)
20 (50,0%)
2(4,8%)

33 (82,5%)
37 (92,5%)

12 (60,0%)
17 (85,0%)
15 (75,0%)
10 (50,0%)
0 (0,0%)

17 (85,0%)
18 (90,0%)

Edema intersticial 13 (32,5%) 6 (30,0%)
Edema de endoteliécitos 5 (12,5%) 2 (10,0%)
Presenca de Trombos 6 (15,0%) 4 (20,0%)
Alcian Blue Intersticial 27 (67,5%) 12 (60,0%)
Alcian blue Glandular 3 (7,5%) 1 (5,0%)
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Comparacdo dos dados histolégicos entre os subgrupos mucosa intraoral e

semimucosa (infiltrado inflamatério)

Infiltrado

Mucosa intraoral

Semimucosa

Infiltrado superficial/juncédo Epitélio LAmina Propria

Infiltrado perivascular profundo

Infiltrado ao redor das glandulas salivares

Forma do infiltrado

39 (97,5%)
37 (92,5%)
4 (10,0%)
Liquenoide
22(55,0%)
Focal
8 (20,0%)
Difuso
10 (25,0%)

18 (90,0%)
20 (100,0%)
1 (5,0%)
Liquenoide
5 (25,0%)
Focal
10 (50,0%)
Difuso
5 (25,0%)

Tipo celular Linfomononuclear Linfomononuclear
20 (50,0%) 10 (50,0%)
Intenso Intenso
13 (32,5%) 10 (50,0%)
. - Moderado Moderado
Intensidade do infiltrado 11 (27,5%) 7 (35,0%)
Minimo Minimo
16 (40,0%) 3 (15,0%)




ANEXOS - 173

Andlise estatistica dos dados histoldégicos comparativos entre os subgrupos
mucosa intraoral e semimucosa (epitélio e membrana basal)

A Mucosa Intraoral (n =40) , . .. Desvio . Intervalo Significancia
Variaveis . » Média ~ Mediana .
Semimucosa (n =20 Padréo Interquartil
Epitélio
Hiperqueratos Mucosa Intraoral 0,35 0,4830459 0 1 0,029
e Semimucosa 0,65 0,4893605 1 1 <0,05
) Mucosa Intraoral 0,15 0,3616203 0 0 0.6271
Atrofia ] ’
Semimucosa 0,2 0,4103913 0 0 >0,05
Mucosa Intraoral 0,6 0,4961389 1 1
Acantose . 1,0000
Semimucosa 0,6 0,5026247 1 1 >0,05
) Mucosa Intraoral 0,175 0,3848076 0 0 0.2719
Hipergranulose . '
Semimucosa 0,3 0,4701623 0 1 >0,05
) ) Mucosa Intraoral 0,075 0,2667468 0 0 0.06231
Hiperplasia . !
Semimucosa 0,25 0,4442617 0 0,25 >0,05
) Mucosa Intraoral 0,6 0,4961389 1 1 1.0000
Espongiose . ’
Semimucosa 0,6 0,5026247 1 1 >0,05
Degeneracdo Mucosa Intraoral 0,775 0,4229021 1 0 0,4972
Hidropica Semimucosa 0,85 0,3663475 1 0 >0,05
Apoptose de  Mucosa Intraoral 0,7 0,4640955 1 1 0,6879
queratin6eitos  Semimucosa 0,75 0,4442617 1 0,25 >0,05
Exocitose Mucosa Intraoral 0,5 0,5063697 0,5 1 1,0000
de linfécitos  Semimucosa 0,5 05129892 0,5 1 >0,05
o ~ Mucosa Intraoral 0,05 0,2207214 0 0 1.0000
Atipia Epitelial . '
Semimucosa 0 0 0 0 >0,05
Membrana Basal
o Mucosa Intraoral 0,825 0,3848076 1 0 0.8081
Epitelial ] ’
Semimucosa 0,85 0,3663475 1 0 >0,05
Parede Mucosa Intraoral 0,925 0,2667468 1 0 0,7433
dos vasos Semimucosa 0,9 0,3077935 1 0 >0,05

Os valores da significancia (p) para as variaveis categoricas foram baseadas no Kruskal-Wallis rank sum
test. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.



ANEXos - 174

Andlise estatistica dos dados histoldégicos comparativos entre os subgrupos
mucosa e semimucosa (lamina propria)

Lamina Propria Média E:j;’ég Mediana Ir:?éf\lljzlg” SITEETE

Mucosa 0,975 0,1581139 1 0 0,2127
Infiltrado superficial/JELP

Semimucosa 0,9 0,3077935 1 0 >0,05

Mucosa 1,95 0,6774765 2 0,25 0,1295
Forma do Infiltrado

Semimucosa 2,25 0,8506963 2,5 1,25 >0,05
Infiltrado Perivascular Mucosa 0,925 0,2667468 1 0 0,2127
Profundo Semimucosa 1 0 1 0 >0,05
Tipo celular predominante Mucosa 2,4 2,01023 1,5 2 0,9462
no infiltrado Semimucosa 2,35 1814416 1,5 2 >0,05

Mucosa 1,925 0,8589648 2 2 0,06799
Intensidade do Infiltrado

Semimucosa 2,35 0,7451598 2,5 1 >0,05
Infiltrado ao redor da Mucosa 0,1 0,3038218 0 0 0,5124
Glandula Salivar Semimucosa 0,05  0,2236068 0 0 >0,05

Mucosa 0,325 0,4743416 0 1 0,8457
Edema Intesticial

Semimucosa 0,3 0,4701623 0 1 >0,05

Mucosa 0,125 0,3349321 0 0 0,778
Edema de Endoteliécitos

Semimucosa 0,1 0,3077935 0 0 >0,05

Mucosa 0,15 0,3616203 0 0 0,6271
Presenca de trombos

Semimucosa 0,2 0,4103913 0 0 >0,05

Mucosa 0,675 0,4743416 1 1 0,5691
Alcian Blue Intersticial

Semimucosa 0,6 0,5026247 1 1 >0,05

Mucosa 0,075 0,2667468 0 0 0,7167
Alcian Blue Glandular

Semimucosa 0,05 0,2236068 0 0 >0,05

JELP: Juncao Epitélio Lamina Prépria
Os valores da significancia (p) para as variaveis categdricas foram baseadas no Kruskal-Wallis rank sum
test. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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