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RESUMO

Introducéo: O liquen plano oral (LPO) é uma desordem inflamatdria cronica que acomete a
mucosa oral e, por vezes, a pele, caracteriza-se por uma resposta imunologicamente mediada
por linfocitos T aos queratindcitos do tecido epitelial, sendo sua etiologia incerta. Enquanto, as
reacGes liquenoides orais (RLO) sdo lesdes que apresentam caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas que se assemelham ao LPO, sendo sua etiopatogenia ligada a utilizacdo de
medicamentos ou reacOes diversas de hipersensibilidade. Objetivo: Avaliar quantitativamente
a imunoexpressao de CD4, CD8, galectinas-1, -3 e -7 em casos de LPO e RLO, associando-a
com parametros clinicos (sexo, idade, etnia, localizacdo anatémica das lesdes e subtipo clinico)
e morfoldgicos (tipo de epitélio, presenca de corpos de Civatte, centros germinativos, espessura
do epitélio e da banda linfocitéria subepitelial). Material e métodos: Foram avaliados 33 casos
de LPO, categorizados em 23 casos de LPO reticular e 10 casos LPO erosivo, além de 04 casos
de RLO. Para avaliacdo dos parametros clinicos foram utilizadas as fichas dos Laboratdrios de
Histopatologia Oral da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). A avaliacdo morfoldgica foi realizada sob microscopia de luz por dois
examinadores previamente calibrados, através do programa ImageJ foi realizada uma analise
quantitativa da espessura em micrémetros do epitélio e banda linfocitaria subepitelial ao longo
de 05 campos consecutivos foram feitas 03 mensuracdes por campo. Para analise
imunoistoquimica, utilizou-se a média de positividade das células imunoinflamatdrias para os
anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 e avaliacdo do indice de positividade para os anticorpos anti-
galectina-1, -3 e -7. Para analise estatistica, foram realizados os testes Exato de Fisher e Mann-
Whitney (p<0,05). Resultados: Morfologicamente, os casos de LPO se destacam epitélio
hiperplasico (19/33; 57,6%) e presenca de corpos de Civatte (24/33; 72,7%), enquanto 0s casos
de RLO apresentam maior prevaléncia de centros germinativos (03/04; 75,0%) (p= 0,002). A
espessura do tecido epitelial foi maior nos casos de LPO com mediana de 483,47 um (384,81
—699,83) (p=0,019), embora ndo tenha ocorrido diferenca estatisticamente significativa entre
a espessura da banda linfocitéria subepitelial (p>0,05). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre imunoexpressdao de CD4+ e CD8+ nos casos de LPO e RLO (p>0,05),
embora o subtipo erosivo de LPO demonstrou maior imunoexpressao de CD4+ (p=0,055). A
galectina-1 apresentou maior imunoexpressdo citoplasmatica nos casos de RLO (p=0,011). A
imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica de galectina-3 ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os casos de LPO e RLO, bem como entre os subtipos
clinicos reticular e erosivo de LPO (p>0,05). Nao houve imunoexpressdo da galectina-7 nas



células imunes nos casos de LPO e RLO. Houve uma correlacdo positiva da imunoexpressao
de CD4 e CD8 nos casos de LPO (r=0,441; p=0,010) e LPO reticular (r=0,520; p=0,006), bem
como correcdo de galectina-1 citoplasmatica e nuclear para o LPO reticular (r=0,619; p=0,003)
e erosivo (r=0,623; p=0,043), bem como correlacao de galectina-3 citoplasmatica e nuclear para
0 LPO erosivo (r=0,839; p=0,003). Conclusdo: Uma menor espessura do tecido epitelial e a
presenca de centros germinativos sdo importantes para o diagnostico diferencial da RLO. Um
maior nivel de CD4+ no LPO erosivo pode apontar um possivel papel na diferenciacdo de
subpopulagdes de linfocitos nesses casos. Os linfocitos T CD8+ exercem um papel direto na
resposta imune do LPO e da RLO. As galectina-1 e -3 participam da modulacdo da resposta
imune do LPO e da RLO, sugerindo uma possivel participacdo da galectina-1 citoplasmatica na

via pro-apoptética de linfécitos.

Palavras-chave: liquen plano oral; reacdo liquenoide oral; CD4; CDS8; galectinas.



ABSTRACT

Introduction: Oral lichen planus (OLP) is a chronic inflammatory disorder that affects oral
mucosa and sometimes skin, characterized by an immune response mediated by T lymphocytes
to keratinocytes present in epithelial tissue, and its etiology is uncertain. Meanwhile, oral
lichenoid reactions (OLR) are lesions that present clinical and histopathological characteristics
that resemble OLP, and their etiopathogenesis is linked to use of drugs or hypersensitivity
reactions. Objective: Quantitatively evaluate the immunoexpression of CD4, CD8, galectins-
1,-3and -7 in cases of OLP and OLR, associating it with clinical parameters (sex, age, ethnicity,
anatomical location of lesions and clinical subtype) and morphological (type of epithelium,
presence of Civatte bodies, germinal centers, thickness of epithelium and subepithelial
lymphocyte band). Material and methods: We evaluated 33 cases of OLP, categorized into
23 cases of reticular OLP and 10 cases of erosive OLP, in addition to 04 cases of OLR. To
evaluate clinical parameters, records of the Oral Histopathology Laboratories of the
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) and Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
were used. Morphological evaluation was performed under light microscopy by two previously
calibrated examiners, through the ImageJ program, a quantitative analysis of thickness in
micrometers of the epithelium and subepithelial lymphocytic band was performed over 05
consecutive fields, 03 measurements were made per field. For immunohistochemical analysis,
we used the mean positivity for anti-CD4 and anti-CD8 antibodies, and evaluation of the
positivity index for anti-galectins-1, -3 and -7 antibodies in immunoinflammatory cells. For
statistical analysis, Fisher's Exact and Mann-Whitney tests were performed (p<0.05). Results:
Morphologically, cases of OLP stand out for hyperplastic epithelium (19/33; 57.6%) and
presence of Civatte bodies (24/33; 72.7%), while cases of OLR have a higher prevalence of
germinal centers (03 /04; 75.0%) (p=0.002). Thickness of epithelial tissue was greater in cases
of OLP with a median of 483.47 um (384.81 — 699.83) (p=0.019), although there was no
statistically significant difference between thickness of subepithelial lymphocyte band (p>0
.05). There was no statistically significant difference between CD4+ and CD8+
immunoexpression in OLP and OLR cases (p>0.05), although erosive subtype of OLP showed
higher CD4+ immunoexpression (p=0.055). Galectin-1 showed higher cytoplasmic
immunoexpression in OLR cases (p=0.011). Nuclear and cytoplasmic immunoexpression of
galectin-3 showed no statistically significant difference between OLP and OLR cases, as well
as between the reticular and erosive clinical subtypes of OLP (p>0.05). There was no
immunoexpression of galectin-7 in immune cells in cases of OLP and OLR. There was a



positive correlation of CD4 and CD8 immunoexpression in cases of OLP (r=0.441; p=0.010)
and reticular OLP (r=0.520; p=0.006), as well as correction of cytoplasmic and nuclear galectin-
1 for reticular OLP (r=0,619; p=0.003) and erosive (r=0.623; p=0.043), as well as correlation
of cytoplasmic and nuclear galectin-3 for erosive LPO (r=0.839; p=0.003). Conclusions: A
thinner epithelial tissue thickness and the presence of germinal centers are important for the
diagnosis of OLR. A higher level of CD4+ in erosive LPO may point to a possible role in the
differentiation of lymphocyte subpopulations in these cases. Galectin-1 and -3 participate in the
modulation of the immune response of LPO and OLR, and the cytoplasmic immunoexpression
of galectin-1 is a possible mercury-mediated pro-apoptotic lymphocyte pathway. Galectin-7

does not play a direct mechanism in the immune response of LPO and OLR.

Keywords: Oral lichen planus; oral lichenoid reaction; CD4; CD8; galectin.
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1 INTRODUCAO

1.1 LesBes liquenoides orais

As lesdes liquenoides orais (LLO) compreendem um grupo de desordens mucocuténeas
que apresentam similaridade de caracteristicas clinicas e histopatoldgicas (CHENG et al., 2016;
MULLER et al., 2017; CARROZZO et al., 2019; LU e ZHOU, 2021). As LLO apresentam
etiopatogenia incerta, sendo atribuidas alteracbes genéticas, hormonais, psicolégicas,
medicamentosas, bem como o contato com substancias extrinsecas. A fisiopatologia das LLO
é caracterizada por uma resposta de células T e B ativadas mediada por antigenos extrinsecos,
autoantigenos ou uma super expressao de antigenos. Dentre as lesdes liquenoides estdo o liquen
plano oral, liquen penfigoide, liquen esclerotico, reacdo liquenoide por contato, reacédo
liguenoide induzida por drogas, lpus eritematoso sistémico e discoide, estomatite ulcerativa
cronica, eritema multiforme, doenca do enxerto vs. hospedeiro e pénfigo paraneoplasico
(CHENG et al., 2016; CARROZZO et al., 2019; LU e ZHOU, 2021).

1.1.1 Liquen plano oral

O liquen plano (LP) é uma desordem mucocutanea de origem autoimune que pode
acometer a pele, mucosas, unhas e foliculos pilosos (GOROUHI, DAVARI e FAZEL, 2014;
NOGUEIRA, CARNEIRO e RAMOS-E-SILVA, 2015; BAKHTIARI et al., 2017; SOLIMANI
et al., 2021), com uma prevaléncia global estimada em 0,22% a 5% (GOROUHI, DAVARI e
FAZEL, 2014; OLSON, ROGERS e BRUCE, 2016; SOLIMANI et al., 2021). A descricdo
clinica inicial do LP foi atribuida a Ferdinand Ritter von Hebra, que em 1860 utilizou o termo
“lichen ruber planus”. A defini¢do clinica foi redefinida através do trabalho de Erasmus Wilson
e Moritz Kaposi, sendo os primeiros a simplificar o nome para “liquen plano”. Wilson em 1866
relatou o primeiro caso de liquen plano oral (LPO) em uma mulher de 56 anos. Anos depois,
Louis Wickham, em 1895, caracterizou as estriacdes brancas no LP cutaneo. E Gtil reconhecer
que desde 0 momento da sua identificacdo inicial, o LPO foi discutido, estudado e diagnosticado
por 40 anos como um disturbio clinico sem qualquer caracterizacdo histopatologica, uma vez
que microscopicamente esta ainda ndo havia sido delineada até o trabalho de William Dubreuilh
em 1906 (CHENG et al., 2016; SOLIMANI et al., 2021).

O LPO representa 0,4% a 5,81% de todas as lesdes orais (SHET et al., 2013;
BAKHTIARI et al., 2017; HALLIKERI et al, 2018; KANSKY et al., 2018; GONZALEZ-
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MOLES et al., 2021), com um risco de transformacdo maligna estimada entre 0,7-1,37%
(AGHBARI et al., 2017; GIULIANI et al., 2019; TSUSHIMA et al., 2021). Dentre 0s
individuos mais acometidos pelo LPO estdo mulheres acima da quinta década de vida, expostas
a fatores de risco como tabaco e alcool, sendo a mucosa jugal a localizagdo mais prevalente,
embora qualquer outra localizagdo na cavidade oral possa ser acometida (DI STASIO et al.,
2014; GOROUHI, DAVARI e FAZEL, 2014; NOGUEIRA, CARNEIRO e RAMOS-E-
SILVA, 2015; GONZALEZ-MOLES et al., 2021).

Seis tipos clinicos de LPO sdo relatados: reticular, erosivo, atréfico, papular, em placa
e bolhoso (GOROUHI, DAVARI e FAZEL, 2014; CHENG et al., 2016; BAKHTIARI et al.,
2017; CARROZZO et al., 2019), sendo o subtipo reticular o mais prevalente (GOROUHI,
DAVARI e FAZEL, 2014; GONZALEZ-MOLES et al., 2021), apresentando como aspecto
clinico caracteristico um rendilhado entrelacado de linhas ceratéticas conhecidas como “estrias
de Wickham”, as quais se apresentam tipicamente simétricas e bilaterais (KALMAR, 2007,
USATINE et al., 2011; SOLIMANI et al., 2021). Embora menos comum que o tipo reticular,
a forma erosiva esta associada a sintomatologia dolorosa, sendo de maneira geral lesdes difusas,
avermelhadas, ulceradas e apresentando estrias ceratéticas circundando-as. Essas estrias
irradiam perifericamente e sdo usualmente evidentes nas margens das zonas atroficas da lesdo
(ALRASHDAN, CIRILLO e MCCULLOUGH, 2016; GONZALEZ-MOLES et al., 2021).

A primeira classificacdo adotada pela OMS para o LPO ocorreu em 1978, utilizando
como critérios diagndsticos aspectos clinicos e histopatologicos. Como critérios clinicos
destacou-se a presenca de mdltiplas lesdes, com distribuicdo simétrica, bem como a
apresentacdo clinica dos subtipos reticular, papular, erosivo e bolhoso. Histopatologicamente
caracterizou-se o revestimento epitelial (orto ou paraceratina), as cristas epiteliais em dentes de
serra, corpos de Civatte, material eosinofilico na membrana basal, uma zona de infiltracdo,
semelhante a banda, confinada a lamina propria superficial, constituida principalmente por
linfocitos, por fim, degeneracéo por liquefacdo na camada basal (KRAMER et al., 1978).

Os critérios de diagnosticos do LPO foram revistos pela OMS em 2003, sendo
destacados nos aspectos clinicos que as lesBes erosivas, atréficas, bolhosas e de placa s6 seriam
aceitas como um subtipo na presenca de lesdes reticulares em outras partes da mucosa bucal.
Histopatologicamente os critérios diagnosticos restringiam-se apenas a presenca de uma zona
de infiltracdo, semelhante & banda, confinada a lamina prépria superficial, constituida
principalmente por linfocitos, e a degeneracdo por liquefagdo na camada basal (VAN DER
MEIJ e VAN DER WAAL, 2003).
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Mais recentemente a American Academy of Oral and Maxillofacial Pathology
(AAOMP) propés critérios clinicos e histopatoldgicos para o diagnostico do LPO. Dentre 0s
critérios clinicos a distribuicdo multifocal e simétrica das lesdes, lesdes brancas ou vermelhas
apresentando os padrdes reticular/papular, atrofico ou eritematoso, erosivo ou ulcerativo, em
placa e bolhoso, além de as lesdes ndo serem restritas a localizagdes de quem usa tabaco sem
fumaga, ou serem exclusivamente adjacentes e em contato com restauracdes dentérias, o inicio
da lesdo nao se correlaciona com o inicio de um medicamento ou ao uso de produtos contendo
canela. Histopatologicamente utilizou-se como critérios a presenca de um infiltrado
predominantemente linfocitario, semelhante a uma banda ou irregular, na ldmina prdpria
confinada a interface epitélio/lamina propria, degeneracao liquefativa das células da camada
basal, exocitose linfocitica, auséncia de displasia epitelial, bem como de alteracdo verrucosa na
arquitetura epitelial (CHENG et al., 2016).

Outro ponto de discusséo na literatura refere-se a etiopatogenia do LPO, diversos fatores
ja foram estudados como os intrinsecos aos individuos como alteracBes genéticas
(GHAPANCHI et al., 2019), expressdo de proteinas pelas células epiteliais (ROOPASHREE
etal., 2010; OLSON, ROGERS e BRUCE, 2016), deficiéncia de vitaminas (Chen et al., 2015),
doengas cronicas (MANKAPURE et al., 2016; VARGHESE et al., 2016), bem como fatores
psicolégicos como estresse e sono (KAWADA, 2015; CERQUEIRA et al., 2018), fatores
extrinsecos como o uso de drogas (RIMKEVICIUS et al., 2017), agentes infecciosos
(NOGUEIRA, CARNEIRO e RAMOS-E-SILVA, 2015; ALAIZARI et al., 2016) e habitos
nocivos (MANKAPURE et al., 2016; RIMKEVICIUS et al., 2017; GONZALEZ-MOLES et

al., 2021), embora sua etiopatogenia ainda seja incerta.

1.1.2 Reac0es liquenoides orais

As reacodes liquenoides orais (RLO) sdo lesfes que se desenvolvem a partir de reacdes
de hipersensibilidade ou utilizagdo de medicamentos, assemelhando-se clinicamente ao LPO.
As RLO séo por vezes lesbes uni ou bilaterais, acometendo mais comumente em individuos
adultos. O amalgama dentario, 0 mentol e o eugenol sdo alguns dos materiais que estdo
associado ao desenvolvimento de RLO por hipersensibilidade. Na cavidade oral as principais
localizagGes afetadas sdo a lingua e a mucosa jugal. A associacao ao periodo de exposi¢do e a
remocao do fator causal com remissdo da lesdo sdo os principais aspectos para o diagnostico
das RLO. Histopatologicamente as RLO também se assemelham ao LPO, embora com algumas

diferencas como maior nimero de ceratindcitos apoptéticos (corpos de Civatte) que o LPO, um
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infiltrado inflamatdrio difuso com presenca de plasmacitos e eosinofilos, infiltrado inflamatorio
estende-se mais profundamente na lamina propria, presenca de infiltrado inflamatorio
perivascular e para os casos de RLO por hipersensibilidade a presenca de foliculos linfoides
(CHENG et al., 2016; CARROZZO et al., 2019; LU e ZHOU, 2021).

1.2 Regulacdo da resposta imune no liquen plano oral e reacdo liquenoide oral

O LPO é uma doenca autoimune relativamente comum, embora sua patogénese nado seja
totalmente conhecida acredita-se que o sistema imune desempenha um importante papel na sua
regulacdo (FIRTH et al., 2015; YANG, WANG e ZHOU, 2022). A expressdo de antigenos
pelos ceratindcitos da camada basal promove uma resposta citotdxica autoimune mediada por
linfécitos T CD8+, promovendo a liberacéo de quimiocinas como o fator de necrose tumoral-o
(TNF-a) e interferon-y (INF-y) responsaveis pela degradacdo dos ceratindcitos
(ROOPASHREE et al., 2010; FIRTH et al., 2015; ENOMOTO et al., 2017; KARA, 2018;
YANG, WANG e ZHOU, 2022). Outro importante fator de regulacdo deste processo sdo 0s
linfécitos T CD4+ que expressam o fator de transcricdo Forkhead box P3 (FoxP3+) atuando
como fator anti-inflamatorio, bem como dos linfécitos Th17 que sdo promotores da inflamacéo
através da expressdo de interleucina-17 (IL-17) (FIRTH et al., 2015; ENOMOTO et al., 2017,
YANG, WANG e ZHOU, 2022). Diante deste contexto, diversos estudos séo realizados com
intuito de avaliar essa resposta citotoxica mediada pelos linfocitos T CD8+ e T CD4+ no LPO.

Enomoto et al. (2017) investigaram a imunoexpressdo de linfocitos T CD8+ e T CD4+,
intra e subepiteliais, em 123 casos de LPO, divididos em grupos com e sem recidiva. Como
resultados, observaram associacdo significativa para 0s casos de remissdo com alta
imunoexpressdo intraepitelial de linfocitos T CD8+ e T CD4+, sugerindo, assim, uma resposta
imune citotdxica no LPO. Como conclusdo, acrescentam que os linfocitos T CD8+
intraepiteliais podem ser utilizados como biomarcadores marcadores preditivos para casos de
remissao de LPO, estando, assim, associados a melhores prognésticos da lesdo.

Em um estudo semelhante, Flores-Hidalgo et al. (2019) avaliaram a imunoexpressao e
distribuicdo de linfocitos T CD8+ e T CD4+ infiltrantes intraepiteliais em 05 casos de displasia
epitelial oral (DEO) moderada a severa, 05 casos de LPO e 05 casos de mucosa oral. E como
resultados ndo observaram diferencas na quantidade e proporcéo de linfocitos T CD8+/T CD4+
nos trés grupos analisados, no entanto, a presenca de linfocitos T CD8+ infiltrantes
intraepiteliais foi maior no LPO, sugerindo, assim que a distribuicdo da imunoexpressdo de

linfécitos T CD8+ intraepiteliais pode auxiliar a diferenciar o LPO das DEOSs.
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De Camargo et al. (2019) avaliaram a imunoexpressao de linfocitos T CD8+ e linfocitos
FOXP3+ em 11 casos de LPO associados a hepatite C, comparando-a em 19 casos de LPO
idiopaticos e verificaram que ndo houve diferencas estatisticamente significante na
imunoexpressdo de linfocitos T CD8+ e linfocitos FOXP3+ nos grupos avaliados, embora para
0 subtipo erosivo/atréfico dos casos de LPO associados a hepatite C observou-se diferenca
significativa quanto a imunoexpressdo de linfocitos T CD8+ por mm? e na proporcdo de
linfécitos T CD8+/FOXP3+ por mm2. Sugere-se assim que 0s casos erosivos de LPO
associados a hepatite C apresentam maior propor¢do de T CD8+ e menor FOXP3+ devido a
inflamac&o cronica mediada pelo virus da hepatite C.

Yang, Wang e Zhou (2022) avaliaram através da citometria de fluxo do sangue
periférico a frequéncia de linfécitos T CD4+ e T CD8+ de 20 pacientes com LPO em quadros
graves. A avaliacdo demonstrou uma maior frequéncia de linfocitos T CD4+ comparado aos de
linfécitos T CD8+, sendo sugerido deste modo que reducdo de linfocitos T CD8+ esteja
relacionado a gravidade da doenga.

Outro ponto que também € bastante investigado é a participacdo das citocinas na
regulacdo da resposta imune do LPO. Firth et al. (2015) avaliaram a imunoexpressao dos
linfécitos FoxP3+ e da IL-17 em 17 casos de LPO e em 12 casos correspondentes a processos
inflamatdrios orais ndo especificos, e identificaram menor imunoexpressdo da IL-17 nos casos
de LPO (1,05 célulassrmm?2) comparado ao grupo controle (3,30 célulassrmm2), e maior
imunoexpressdo do FoxP3+ nos casos de LPO (79,3 célulassmm2) comparado ao grupo
controle (20,6 células/mm?2). Através da técnica da imunofluorescéncia observaram que as
células IL-17+ correspondiam aos mastdcitos. Baseado nisso, os resultados demonstram que
essa desregulacdo na resposta imune local do LPO é importante na patogénese do LPO, e que
0 papel dos mastacitos deve ser melhor elucidado.

Kara (2018) avaliou os niveis séricos de TNF-a em individuos saudaveis e individuos
com LP, e observou valores mais elevados de TNF-a nos casos de LP (64,03 pg/ml) em
comparacao aos individuos saudaveis (35,32 pg/ml). Os pacientes que ndo apresentavam lesdes
orais tinham maior média de TNF-a (68,25 pg/ml) quando comparados aos que apresentavam
lesGes orais (52,29 pg/ml). Esses resultados sugerem, portanto, que 0 TNF-o desempenha

importante papel na patogénese do LP.

Mozaffari et al. (2018), através de uma revisao sistematica e meta-analise, avaliaram 0s
niveis seérico e salivar de interleucina-8 (IL-8) em pacientes com LPO em comparagédo a

pacientes saudaveis e observaram diferenca significativa dos niveis sérico (média= 8,38 pg/ml)
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e salivar (média= 766,32 pg/ml) de IL-8 nos pacientes com LPO quando comparados ao grupo
controle, sugerindo, entdo, que a mensuracao salivar da IL-8 pode ser um fator de mensuracéo
melhor que os niveis séricos para o diagnéstico e avaliacdo do tratamento do LPO.

Mozaffari et al. (2019), através de outra revisdo sistematica e meta-andlise, analisaram
0s niveis sérico e salivar de interferon-y (INF-y) em pacientes com LPO em comparagdo a
pacientes saudaveis, e identificaram que ndo houve diferenca estatistica entre os niveis sérico e
salivar do INF-y nos casos de LPO e pacientes saudaveis, bem como ndo se observou diferenga
estatistica quanto aos subtipos reticular e erosivo. Deste modo, os autores sugerem que 0 INF-
v ndo exibe papel importante para a patogénese do LPO.

Ma, Tan e Zhou (2019) avaliaram a participacdo do p-IGF1R e TRB3 na patogénese da
resposta imune do LPO em comparacdo a individuos saudaveis, através de andlise
imunoistoquimica e cultivo celular, e identificaram que a expressdo de p-IGF1R e TRB3 foi
significativamente aumentada nos casos de LPO. As células T tratadas com rapamicina
exibiram uma taxa de apoptose aumentada e promoveram a proliferacdo de ceratindcitos no
sistema de co-cultura. Observou-se também, uma expressdo anormal de IFN-y e IL-4 no
sobrenadante da célula T isolada e no sistema de co-cultura em resposta aos moduladores
farmacologicos da via IGF1-PI3BK/MTOR. Os autores sugerem que a sinalizacao aberrante do
IGF1-PI3K/AKT/MTOR pode participar do mecanismo imunorregulatério do LPO, via
regulagdo do crosstalk (diafonia) entre células T e ceratindcitos, bem como redes

desequilibradas de citocinas.

1.3 Galectinas

As galectinas constituem uma familia de lectinas animais, que exibe uma sequéncia
permanente de dominio de reconhecimento de carboidratos (DRCs) constituida por
aproximadamente 130 aminoacidos, com afinidade por B-galactosideos. Em mamiferos, essa
familia de lectinas € constituida por 15 tipos de galectinas, classificadas em trés subgrupos, de
acordo com a organizacdo dos DRCs: As galectinas prototipicas, que possuem um unico DRC
(galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -15), as galectinas tipo tandem repetido que contém
2 DRCs homologos em uma Unica cadeia polipeptidica (galectinas -4, -6, -8, -9 e -12). E a
galectina-3 ou do tipo quimera que possui uma regido N terminal ndo-lectina conectada a 1
DRC (SONG et al., 2014; COUSIN e CLONINGER, 2016; KAUR et al., 2016; THIEMANN
e BAUM, 2016; BRINCHMANN, PATEL e IVERSEN, 2018). As galectinas sao

multifuncionais atuando em processos como a homeostasia celular durante 0s processos
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inflamatorios inato e adaptativo, regulando processos como a sobrevida das células, sinalizacéo,
guimiotaxia, secrecdo de citocina, crescimento celular, mediando a interacdo célula-célula,
célula-matriz (SONG et al., 2014; COUSIN e CLONINGER, 2016; KAUR et al., 2016;
THIEMANN e BAUM, 2016; BRITO et al., 2018).

Dentre as galectinas mais estudadas destacam-se as galectinas-1, -3 e -7. A galectina-1
é uma proteina homodimérica ndo covalente de 14kDa, com sitio ligante a galactosina que
preferencialmente reconhece carboidratos de superficie celular. A galectina-3, um produto
génico quimérico de 31kDa, é uma lectina intracelular e extracelular, que interage com
glicoproteinas da matriz extracelular, sendo seu papel bastante discutido dependendo da sua
localizacéo celular. Na resposta imune, a galectina-3 quando localizada na membrana celular
apresenta um papel pré-apoptético, visto que sua localizacdo citoplasmatica e nuclear esta
associada a um papel anti-apoptético. A galectina-7 é uma lectina animal, de 15 kDa, com
afinidade por pB-galactosideos que € expressa predominantemente no tecido epitelial
estratificado, embora também possa ser expressa por células imunes estando associado a um
papel pré-apoptoético levando a morte das células T (FARHADI e HUDALLA, 2016;
THIEMANN e BAUM, 2016; BRINCHMANN, PATEL e IVERSEN, 2018; BRINCHMANN,
PATEL e IVERSEN, 2018; BRITO et al., 2018).

A participagdo das galectinas tem sido bastante investigada em neoplasias malignas
como cancer de mama (TOPCU et al., 2018), bexiga (ZEINALI et al., 2015), tireoide
(ARCOLIA et al., 2017), bem como cabeca e pescoco (Alves et al., 2011; VALACH et al.,
2012; MESQUITA etal., 2016). Alves et al. (2011) avaliaram a imunoexpressao das galectinas-
1, -3, -4 e -7 em casos de carcinoma de células escamosas de lingua (CCEL) afim de entender
se estas proteinas atuavam na regulacdo do comportamento bioldgico das lesbes. Os resultados
demonstraram que a imunoexpressdo das galectinas-1 e -3 apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a metéstase, as galectinas-3 e -7 em relagdo a grau
histolégico de malignidade e apenas a galectina-1 em relacdo ao estadiamento clinico dos
tumores, sugere-se entdo que as galectinas-1, -3 e -7 participam do processo da carcinogénese
e podem ser utilizados como possiveis marcadores do comportamento biolégico do CCEL.
Levando em consideracdo a idade dos pacientes, Mesquita et al. (2016) avaliaram a
imunoexpressdo das galectinas-3 e -7 em casos de carcinoma de células escamosas oral (CCEO)
em individuos jovens (<45 anos de idade) e verificaram que apenas a galectina-7 exibiu
associacao estatisticamente significativa com o grau histolégico de malignidade dos tumores,
sugerindo deste modo que a galectina-7 pode ser um marcador de comportamento biologico e

progressao tumoral para 0 CCEO em pacientes jovens.
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Além das neoplasias malignas, a imunoexpressao das galectinas-1, -3 e -7 foram
investigadas em desordens potencialmente malignas orais como displasias epiteliais (DE
VASCONCELOS CARVALHO et al., 2013), leucoplasias (MUNIZ et al., 2015), queilite
actinica (LOPES et al., 2016) e LPO (MUNIZ et al., 2015). De Vasconcelos Carvalho et al.
(2013) avaliaram a imunoexpresséo das galectinas-1, -3 e -7 em 50 casos de displasia epitelial
oral (DEQ), classificados em baixo (21 casos) e alto (29 casos) risco de transformagao maligna,
em comparacdo a mucosa oral normal (5 casos). Observou-se que as galectinas-1, -3 e -7
apresentaram uma imunoexpressao nuclear e citoplasmatica em todos os casos de baixo e alto
risco. As galectinas-1 e -3 exibiram imunoexpressdo nos tercos medio e inferior das DEO,
enquanto a galectina-7 foi encontrada predominantemente nos tercos médio e superior das
DEO, sugerindo assim essas galectinas participam da progresséo das DEO.

De maneira semelhante, Lopes et al. (2016) avaliaram a imunoexpressao epitelial das
galectinas-1, -3, -7 e -9 em 65 casos de queilite actinica, categorizados como baixo risco (40
casos) e alto risco (25 casos) de transformagéo maligna. Observou-se imunopositividade para
as quatro galectinas estudadas na maioria dos casos, onde a galectina-3 citoplasmatica exibiu
maior imunoexpressao significativa nos casos de risco e a galectina-9 nuclear e citoplasmatica
exibiu maior imunoexpressao significativa nos casos de baixo risco, assim sugere-se que as
galectinas estdo envolvidas na patogénese e progressdo morfologica da queilite actinica, em
especial as galectinas-3 e -9.

O papel imunomodulatério das galectinas também tem sido investigado em lesdes
periapicais de origem odontogénica (DE OLIVEIRA et al., 2014; BRITO et al., 2018). De
Oliveira et al. (2014) avaliaram a imunoexpresséo dos receptores Toll-like-2 e -4 (TLR-2 e -4)
e das galectinas-3 e -9 em cistos periapicais (CP), granulomas periapicais (GP) e um grupo
controle de polpa dentéria livre de inflamacdo, e observaram maior imunoexpressdo das
galectinas-3 e -9 e TLR-2 nos GP e CP comparado ao grupo controle, maior imunoexpressao
das galectinas-3 e -9 nos GP que nos CP, e maior imunoexpressao de TLR- 2 e 4 nos casos de
GP com trato sinusal do que nos casos sem trato sinusal. Sugerindo, desta forma, que a
imunoexpressdo das galectinas-3 e -9, bem como dos TLR-2 e -4 nos GP e CP esté associada a
inflamacdo periapical reativa sendo importante moduladores nas lesbes inflamatorias
periapicais.

Brito et al. (2018) também avaliaram a imunoexpressdo das galectinas-1, -3 e -7 nas
células imunes e epiteliais de lesdes periapicais (GP, CP e cisto periapical residual - CPR).
Observou-se diferenca significativa entre a imunoexpressao citoplasmatica/membranar das

galectinas-1 e -7 nos casos de GP quando comparado aos casos de CP e CPR, o mesmo foi
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constatado para imunoexpressdo nuclear da galectinas-1. A imunomarcacao da galectina-1 e -
7 foi maior nos casos de infiltrados inflamatorios intensos (grau I11). Além disso, observou-se
uma correlacdo positiva entre a imunoexpressdao nuclear e citoplasméatica/membranar da
galectina-1 no tecido conjuntivo destas lesbes. Com base no exposto, sugere-se que as
galectinas-1 e -7 participam na patogénese das lesdes periapicais.

1.4 Galectinas em lesdes autoimunes

No que diz respeito a avaliacdo da resposta imune das galectinas no LPO, os estudos
ainda s&o bastante escassos (MUNIZ et al., 2017; GALPACHI et al., 2019). Muniz et al. (2017)
avaliaram a imunoexpressdo destas proteinas entre casos de carcinoma de células escamosas
orais (CCEOQ), desordens potencialmente malignas (leucoplasias e LPO), fragmentos de mucosa
oral normal e observaram que houve significativa imunoexpressdo apenas da galectina-9 nos
casos de CCEO, comparado aos demais casos da amostra. Também se observou diferenca
estatisticamente significativa para a imunoexpressao da metaloproteinase da matriz-3 nos casos
de LPO quando comparados as leucoplasias. Sugeriu-se que a gelectina-9 pode ser um marcador
para diferenciar o CCEO das demais lesdes orais, bem como esta lectina animal pode atuar na
modulacdo negativa de células Thl e inducdo de células Treg que por sua vez ativam a via do
TGF-B.

Corréa et al. (2022) avaliaram a imunoexpressdo de galectinas-1 e -3 na resposta imune
em 10 casos de psoriase e 09 casos de dermatite atopica, bem como a aplicacdo de possiveis
terapias anti-inflamatorias voltadas para estas lectinas. Observou-se imunopositividade de
galectinas-1 e -3 no infiltrado inflamatdrio dos casos de psoriase e dermatite atopica, bem como
uma localizacdo citoplasmatica e nuclear. Os autores destacam que as galectinas-1 e -3
desempenhem papeis antagonicos, sendo a galectina-1 associada a um papel anti-inflamatério
e a galectina-3 pré-inflamatério. Deste modo, sugere-se que as galectinas-1 e -3 podem ser
utilizadas possiveis vias terapéuticas anti-inflamatdrias para a psoriase e dermatite atdpica.

Galpachi et al. (2019) avaliaram, por meio da técnica de ELISA (ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica), 0s niveis séricos da galectina-3 entre individuos saudaveis e
individuos com LPO reticular e erosivo, observando diferenca estatisticamente significativa
entre os niveis de galectina-3 nos individuos com LPO (3,1 £ 1,1 ng/ml) em comparagao 0s
individuos saudaveis (1,1 £ 0,4 ng/ml), e tambem com diferenca significativa em relacdo ao
subtipo reticular (1,9 £ 1,4 ng/ml) e erosivo (3,9 = 2,1 ng/ml). Os autores sugerem que a

mensuracao dos niveis séricos de galectina-3 pode ser utilizada como um importante fator no
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diagndstico de LPO, além de que, a galectina-3 pode estar envolvida na diferenciacdo dos

subtipos erosivo e reticular do LPO.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar quantitativamente a imunoexpressao de CD4, CD8, galectinas-1, -3 e -7 em
casos de LPO e RLO, associando-a com parametros clinicos, histologicos e

histomorfométricos.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os aspectos clinicos (sexo, idade, etnia, localizacdo anatémica das lesdes e
subtipo clinico) dos casos de LPO e RLO;

e Avaliar os aspectos histopatoldgicos dos casos de LPO e RLO de forma qualitativa (tipo
de epitélio, presenca de corpos de Civatte e centros germinativos) e quantitativa
(histomorfometria da espessura do epitélio e da banda linfocitéria subepitelial);

e Auvaliar a imunoexpressdo do CD4, CD8, galectinas-1, -3 e -7 nas células imuno-
inflamatorias subepitelial nos casos de LPO e RLO;

e Associar aimunoexpressao do CD4, CD8, galectinas-1, -3 e -7 com parametros clinicos,
histologicos e histomorfométricos nos casos de LPO e RLO;

e Correlacionar a imunoexpressédo do CD4, CD8, galectinas-1, -3 e -7 nos casos de LPO
e RLO.



31

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragdes Eticas

O presente projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), obedecendo aos critérios da Resolucédo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude/Ministério da Salde, e aprovado segundo o parecer 3.369.038
(Anexo A).

3.2 Caracterizacao do Estudo

O estudo consistiu em uma pesquisa transversal, observacional, com o intuito de avaliar
a imunoexpressao das proteinas CD4, CD8, galectinas-1, -3 e -7 em casos de LPO e RLO

associando-a parametros clinicos, histologicos e histomorfométricos.

3.3 Populacéo e amostra

A populacao do presente estudo foi constituida por casos de LPO e RLO, diagnosticados
e arquivados nos Laboratérios de Histopatologia Oral da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB) e Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) entre os anos de 2011 a 2019.

A amostra, selecionada por conveniéncia e do tipo ndo probabilistica, foi constituida por
33 casos de LPO e 04 casos de RLO.

3.3.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos na amostra, casos de LPO e RLO com material suficiente para analises
morfolégica e imunoistoquimica. Os casos selecionados preencheram 0s critérios
histopatoldgicos estabelecidos pela American Academy of Oral and Maxillofacial Pathology -
AAOMP (CHENG et al., 2016) para o diagnostico de LPO.

- Critérios histopatoldgicos: (1) infiltrado linfocitario predominantemente em banda ou
irregular, na lamina propria confinada a interface epitélio-lamina propria; (2) degeneragédo
liquefativa (hidropica) das células basais; (3) exocitose linfocitica; (4) auséncia de displasia

epitelial; (5) auséncia de alteragdo arquitetural epitelial verrucosa (CHENG et al., 2016).
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3.3.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos da amostra, casos de LPO e RLO que ndo apresentem material
suficiente para avaliacdo morfol6gica e imunoistoquimicas ou que ndo preencheram os critérios
estabelecidos pela AAOMP (CHENG et al., 2016).

3.4 Variaveis do estudo

Quadro 1- Variaveis dependentes do estudo

Imunoexpressdo de Média por campo Imunoexpresséo Quantitativa
CD4 membranar das discreta
células no infiltrado
inflamatdrio
subepitelial
Imunoexpressao de Média por campo Imunoexpresséo Quantitativa
CDs8 membranar das discreta
células no infiltrado
inflamatorio
subepitelial
Imunoexpressao da Percentual das Citoplasmatica/ Quantitativa
galectina-1 celulas positivas Membranar/Nuclear discreta
em células
inflamatorias
Subepitelial
Imunoexpressao da Percentual das Citoplasmatica/ Quantitativa
galectina-3 celulas positivas Membranar/Nuclear discreta
em células
inflamatorias
Subepitelial
Imunoexpressao da Percentual das Citoplasmatica/ Quantitativa
galectina-7 células positivas Membranar/Nuclear discreta
em celulas
inflamatorias
Subepitelial
Fonte: Elaborada pelo autor, 2021
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VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIZACAO TIPO
Conjunto de caracteristicas Homem o
- - Qualitativa
Sexo fisicas que definem machos nominal
e fémeas Mulher
Idade Idade dos pacientes Anos Qua}ntltatlva
discreta
. Branco Qualitativa
Sk Sk el Né&o Branco nominal
ar%gfﬁar:izfzf?j%s LocalizagOes das lesOes Muﬁ?sa d;gal Qualitativa
~ intraorais g nominal
lesOes Outras
Subtipo clinico de Classificacdo dos padroes LPO Reticular Qualitativa
LPO clinicos LPO Erosivo nominal
Corpos de civatte Queratinocitos degenefa,d °s Presente/Ausente Quallt_atlva
na camada basal do epitélio nominal
Centros Centro de diferenciacdo de Presente/Ausente Qualitativa
germinativos linfocitos nominal
Espessura do epitélio da
Espes:sgr_a do porgao |nfer|~or da ca_mada Em micrometros Qua}ntltatlva
epitélio basal a porgdo superior da discreta

camada cornea
Espessura da banda
linfocitaria subepitelial das
células inflamatorias mais
proximas ao epitelio até as
células mais profundas
Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

Espessura da banda
linfocitaria
subepitelial

Quantitativa

Em micrémetros .
discreta

3.5 Estudo clinico-morfolégico

Informacdes a respeito do sexo, idade, etnia, localizagdo anatémica das lesdes e subtipo
clinico foram coletadas nas fichas clinicas dos pacientes nos Laboratérios de Histopatologia
Oral da Universidade Estadual da Paraiba/Campina Grande — PB e da Universidade Federal de
Minas Gerais/ Belo Horizonte — MG. Todos os dados clinicos foram anotados em ficha clinica
previamente elaborada para esta pesquisa. (APENDICE A).

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com Sum de espessura, os quais, por sua vez, foram estendidos em laminas de vidro e
submetidos a coloracdo de rotina da hematoxilina e eosina. Sob microscopia de luz (Leica DM
500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), dois examinadores previamente
treinados realizaram a analise dos parametros histopatologicos: presenca de corpos de Civatte

e centros germinativos, espessura do epitélio e da banda linfocitéria subepitelial. Os parametros
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morfoldgicos foram avaliados seguindo a categorizagdo do quadro 2, adaptados da metodologia
proposta por BASCONES-ILUNDAIN et al. (2007) (APENDICE B). Os dados morfol6gicos
foram anotados em ficha previamente elaborada pelos pesquisadores. Por meio do programa
ImageJ foi realiza uma anélise quantitativa da espessura, em micrémetros, do epitélio e banda
linfocitaria subepitelial, adaptado da metodologia de Pereira et al. (2012), por meio de 05
campos consecutivos, foram feitas 03 mensuragfes por campo da espessura do tecido epitelial
e banda linfocitaria subepitelial na regido central e extremidades do campo. Deste modo,

obtendo-se uma média destes parametros por caso (FIGURA 1).

Figura 1- Fotomicrografia demonstrando a mensurac¢Ges por campo da espessura do epitélio e

da banda linfocitaria subepitelial em micrémetros (HE, 100X).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

3.6 Estudo imunoistoquimico

3.6.1 Método imunoistoquimico

Cortes teciduais com 3um de espessura foram obtidos, a partir do material biolégico
emblocado em parafina, e estendidos em laminas de vidro preparadas com adesivo a base de
organosilano  (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Posteriormente, os cortes histologicos foram submetidos ao método da imunoperoxidase pela
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técnica baseada em polimeros de dextrano (Immunohistoprobe Plus™, Advanced Biosystems
Inc., Redwood, CA, USA), utilizando os anticorpos anti-CD4, anti-CD8, anti-Galectina-1, anti-
Galectina-3 e anti-Galectina-7 (QUADRO 4). O controle negativo consistiu na substituicdo do
anticorpo primario por albumina de soro bovino (BSA) a 1% em solucdo tampéo. O controle
positivo consistiu em caso de mucosa oral normal, para anti-Galectina-1, anti-Galectina-3 e
anti-Galectina-7 e Hiperplasia Linfoide, para anti-CD4 e anti-CD8. A técnica utilizada seguiu
0 protocolo do Laboratério de Imunoistoquimica do Programa de POs-graduacdo em
Odontologia da UEPB, conforme descrito a seguir:
= Desparafinizacao: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);
= Reidratacdo em cadeia descendente de etanois:

e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);

e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);

e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);
= Remocdo de pigmentos formdélicos com hidroxido de aménia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos)
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Recuperacao antigénica (QUADRO 6);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Duas incubagfes dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporcao de 1/1, para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual (10 minutos cada);
— Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
— Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo dos cortes com anticorpos primarios, em solucdo diluente (EnVision Flex
antibody diluent, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a 4°C em camara Umida;
= Duas passagens em solucéo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com anticorpo secundario (Ampliflier, Advanced Biosystems Inc., Redwood,
CA, USA), a 4°C em camara Umida (30 minutos);

= Duas passagens em solucao de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
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= Incubacdo com anticorpo polimerizado a peroxidase (HRP conjugate, Advanced
Biosystems Inc., Redwood, CA, USA), a 4°C em camara umida (30 minutos);
= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
= Revelacdo da reacdo com solugdo cromogena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB+
substrate system, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (10 minutos);
— Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Contracoloracdo com hematoxilina de Harris, & temperatura ambiente (1,5 minutos);
= Desidratagao em alcool absoluto:
e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);

= Trés passagens em Xxilol (2 minutos cada);

—> Montagem em polimero de acrilatos (Entellan® new, Merck KGaA, Darmstadt, DE).

Quadro 3 - Especificidade, clone, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e tempo de
incubacdo dos anticorpos primarios a serem utilizados no estudo.

Especificidade Clone Fabricante  Diluicdo  Recuperacao Incubacéo
antigénica
Anti-CD4 368 Novocastra 1:200 Citrato, pH = Overnight
6,0, steamer, 60
min
Anti-CD8 4B11 Novocastra 1:600 Citrato, pH = Overnight
6,0, steamer, 60
min
Anti- E-2 Santa Cruz 1:3000 Citrato, pH = Overnight
galectina-1 Biotechnology, 6,0, steamer, 60
Dallas, TX min
Anti- H-160 Santa Cruz 1:1500 Citrato, pH = Overnight
galectina-3 Biotechnology 6,0, steamer, 60
min
Anti- H-8 Santa Cruz 1:4000 Sem recuperacdo  Overnight
galectina-7 Biotechnology

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

3.6.2 Analise Quantitativa

ApOs o0 processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, cada

espécime foi analisado a microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
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GmbH, Wetzlar, DE), por dois examinadores previamente treinados. Todos os dados da anélise
imunoistoquimica foram anotados em ficha previamente elaborada pelo pesquisador.

Para a analise imunoistoquimica, todas as laminas foram avaliadas sob microscopia
Optica de luz (Leica DM 500; Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany), e 05
areas de maior imunopositividade ao longo do tecido foram fotomicrografadas (ICC 50HD;
Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany) com ampliagdo de x400, as imagens
foram transferidas para o programa ImageJ® (Imaging Processing and Analysis in Java,
National Institute Health, Bethesda, Maryland, USA). Os linfocitos que apresentavam
coloragéo acastanhada na membrana foram considerados positivos para anti-CD4 e anti-CD8,
sendo realizada a média de células positivas nos 05 campos de maior imunopositividade sendo
este método de andlise adaptado de Zhou et al. (2016). As células inflamat6rias com ndcleo
e/lou citoplasmas acastanhados foram consideradas positivas para anti-galectina-1, anti-
galectina-3 e anti-galectina-7, sendo calculado o indice de positividade (IP) (total de células
inflamatdrias imunopositivas dividido por 1000 e multiplicado por 100) em cada um dos casos,
sendo adaptado da metodologia de Brito et al. (2018):

IP=n° de células positivas x 100
1000 células

3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram digitados em planilha eletrénica Excel (Microsoft Office
2013®) e, posteriormente, exportados para o programa SPSS 20.0 (IBM SPSS Statistics). Os
resultados foram apresentados como média e desvio-padrdo ou mediana, conforme distribuicao
ndo normal, respectivamente, verificado pelo teste de Kolmogorov Smirnov. Os testes Qui-
quadrado e exato de Fisher foram utilizados para averiguar provaveis associagdes entre 0s
parametros clinicos (sexo, idade, etnia, localizacdo anatdmica das lesdes e subtipo clinico) e
morfoldgicos (tipo de epitélio, presenca de corpos de Civatte, centros germinativos, espessura
do epitélio e da banda linfocitaria subepitelial);

A anélise das porcentagens de células imunopositivas para CD4, CD8, Galectina-1,
Galectina-3 e Galectina-7 foi realizada através do teste de Kolmogorov-Smirnov, revelando
assim auséncia de distribuicdo normal. Portanto, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
usado para comparar as porcentagens medianas de células imunopositivas para CD4, CD8,
Galectina-1 e -3, de acordo com os casos de LPO e RLO. O teste de correlagdo de Spearman
foi utilizado para analisar as correlacGes entre as imunoexpressdes de CD4, CD8, galectina-1,
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galectina-3 e galectina-7 com os casos de LPO e RLO. O nivel de significancia foi estabelecido

em 5% (p < 0,05) para todos os testes.



39

4 ARTIGO

4.1 Apresentacéo

A presente pesquisa foi desenvolvida apés apresentacdo e aprovacdo em qualificacdo
no Programa de Pds-Graduacao em Odontologia da UEPB. Como resultado da mesma o artigo
intitulado “Imunoexpressdo de CD4*, CD8*, galectina-1, -3 e -7 na modula¢éo imune do
liquen plano oral”, ser& apresentado como fruto desta tese.

Apos as devidas consideracdes da banca da defesa desta tese, o artigo sera colocado nas
normas e enviado para a traducdo do inglés e posteriormente submetido ao periédico Medicina
Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal (ISSN: 1698-4447, Fator de Impacto: 2.047, Qualis para

Odontologia: A2), cujas normas para submissédo de trabalhos encontram-se no anexo B.
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ABSTRACT

Objetivos: Esta pesquisa avaliou a imunoexpressao do CD4+, CD8+ e galectinas-1, -3 e -7 em

Liquen Plano Oral (LPO), comparando-a com casos de Reacdo Liguenoide Oral (RLO).

Materiais e Métodos: Avaliaram-se 33 casos de LPO, categorizados em reticular (23 casos) e
erosivo (10 casos), e 04 casos de RLO. Considerou-se parametros clinicos (sexo, idade, etnia,
localizacdo anatdmica e tipo clinico) e morfologicos (tipo de epitélio, corpos de Civatte, centros
germinativos, espessura de epitélio e de banda linfocitaria subepitelial). Na imunoistoquimica
realizou-se a média de positividade para os anticorpos anti-CD4+ e anti-CD8+, e avaliacdo do
indice de positividade para os anticorpos anti-galectina-1, -3 e -7, nas células

imunoinflamatdrias. Utilizou-se os testes Exato de Fisher e Mann-Whitney (p<0,05).

Resultados: Os casos de LPO apresentaram menos centros germinativos (p=0,002) e maior
espessura epitelial (p=0,019) que os casos de RLO. Houve maior imunoexpressdo do CD4 em
LPO erosivo (p=0,055) e galectina-1 citoplasmatica nos casos de RLO (p=0,011). Galectinas-

3 e -7 ndo mostraram diferencas significativas entre as lesdes (p>0,05).

Conclusdo: Uma menor espessura do tecido epitelial e a presenca de centros germinativos sao
importantes para o diagnostico diferencial da RLO. Um maior nivel de CD4+ no LPO erosivo
pode apontar um possivel papel na diferenciacdo de subpopulacdes de linfécitos nesses casos.
Os linfécitos T CD8+ exercem um papel direto na resposta imune do LPO e da RLO. As
galectina-1 e -3 participam da modulagao da resposta imune do LPO e da RLO, sugerindo uma
possivel participacdo da galectina-1 citoplasmatica na via pré-apoptética de linfdcitos. Sugere-
se também que a galectina-7 ndo desempenha um mecanismo direto na resposta imune do LPO
e da RLO.
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Introducéo

O liguen plano oral (LPO) é uma desordem inflamatdria crénica que acomete a mucosa
oral e, por vezes, a pele, e caracteriza-se por uma resposta imunologicamente mediada por
linfécitos T aos queratindcitos presentes no tecido epitelial (DI STASIO et al., 2014;
GOROUHI, DAVARI e FAZEL, 2014; NOGUEIRA, CARNEIRO e RAMOS-E-SILVA,
2015; CHENG et al., 2016; BAKHTIARI et al., 2017; CARROZZO et al., 2019) com uma
prevaléncia estimada em 0,4% a 5,81% (SHET et al., 2013; BAKHTIARI et al., 2017;
HALLIKERI et al., 2018; KANSKY et al., 2018) e etiologia incerta, estando associado a
drogas, infecOes e estresse (ROBLEDO-SIERRA E VAN DER WAAL, 2018; GHAPANCHI
et al., 2019). Enquanto as reacGes liquenoides orais (RLO) s@o lesdes que apresentam
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas que se assemelham ao LPO, sendo sua etiopatogenia
ligada a utilizacdo de medicamentos ou reac¢des de hipersensibilidade por contato, sendo a
remissdo da leséo associada a remocao do fator causal (CHENG et al., 2016; CARROZZO et
al., 2019).

Algum dos fatores etiologicos do LPO pode ser responsavel pela ativacdo de uma
resposta citotoxica autoimune mediada por linfécitos T CD8*, levando a liberacdo de
quimiocinas como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)) responsavel pela degradagdo dos
ceratinécitos (ROOPASHREE et al., 2010; ENOMOTO et al., 2017; KARA, 2018). O
mecanismo de regulacdo das células imunes do LPO depende de diversas proteinas e
quimiocinas e, dentro deste contexto, pode se citar as galectinas que sdo proteinas
multifuncionais pertencentes a uma familia de lectinas animais, e cujos papéis ainda tem sido
pouco investigados no LPO (MUNIZ et al., 2015; GHAPANCHI et al., 2019).

A galectina-1 desempenha um papel anti-inflamatério causando a apoptose de linfécitos
T ativados, e essa fungdo também é observada para a galectina-3 quando localizada na
membrana celular, visto que sua localizacdo citoplasmatica e nuclear estd associada a um papel
anti-apoptético. A galectina-7 caracteristicamente expressa pelo tecido epitelial da pele e
mucosa também desempenha um papel pro-apoptético levando a morte das células T
(BRINCHMANN, PATEL e IVERSEN, 2018). Estudos prévios avaliaram a imunoexpressao
das galectinas em desordens potencialmente malignas orais como displasias epiteliais (DE
VASCONCELOS CARVALHO et al., 2013), leucoplasias (MUNIZ et al., 2015), queilites
actinicas (LOPES et al., 2016), bem como no LPO (MUNIZ et al., 2015; GHAPANCHI et al.,
2019).
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Diante do exposto, o objetivo do estudo sera demonstrar a imunoexpressdo de CD4",

CD8*, galectinas-1, -3 e -7 na modulacdo da resposta imune de LPO e RLO.

Materiais e Métodos

Por meio de uma amostra de conveniéncia, foram selecionados 33 casos de LPO e 4
casos de RLO, diagnosticados no periodo entre 2011 e 2019, dos laboratdrios de Histopatologia
Oral da Universidade Estadual da Paraiba, Campina grande — Paraiba, e Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte — Minas Gerais. A amostra de LPO foi dividida em dois
grupos: 23 casos de LPO do subtipo reticular e 10 casos do subtipo erosivo, dos gquais foram
avaliados parametros clinicos, morfoldgico e imunoistoquimicos. Foram excluidos da pesquisa
0s casos cujos blocos parafinados ndo apresentaram material suficiente para analise. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual da Paraiba (N° do protocolo
14786919.2.0000.5187).

A analise clinica foi realizada por meio dos dados presentes nas fichas clinicas (sexo,
idade, etnia dos pacientes, localizacdo anatémica e subtipo clinico das lesdes). No estudo
morfoldgico, os blocos parafinados foram submetidos a cortes histologicos de 5-um de
espessura e levados a coloracdo de rotina com hematoxilina-eosina. A analise morfologica dos
tecidos se deu por meio de uma analise do tipo de epitélio (atrofico/hiperplasico), presenca de
corpos de Civatte e centros germinativos. Por meio do programa ImageJ foi realiza uma analise
quantitativa da espessura em micrémetros do epitélio e banda linfocitaria subepitelial, adaptado
da metodologia de Pereira et al. (2012), por meio de 05 campos consecutivos, foram feitas 03
mensuracdes por campo da espessura do tecido epitelial e banda linfocitaria subepitelial na
regido central e extremidades do campo. Deste modo, obtendo-se uma média destes parametros
por caso.

Para o estudo imunoistoquimica, os blocos parafinados foram submetidos a cortes
histoldgicos de 3-um espessura e em seguida estendidos em ldminas de vidro silanizadas. Em
seguida, os cortes teciduais foram desparafinizados, reidratados e submetidos a recuperagédo
antigénica. Posteriormente, os cortes foram imersos em perdxido de hidrogénio a 3%, para o
bloqueio da peroxidase endogena tecidual, e incubados com 0s anticorpos primarios
monoclonais anti-CD4 (Clone 368; Novocastra; Diluicdo 1:200; Overnight), anti-CD8 (Clone
4B11; Novocastra; Diluicdo 1:600; Overnight), anti-Galectina-1 (Clone E-2; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX; Diluicdo 1:3000; Overnight), anti-Galectina-3 (Clone H-160; Santa
Cruz Biotechnology; Diluigdo 1:1500; Overnight) e anti-Galectina-7 (Clone H-8; Santa Cruz
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Biotechnology; Diluicdo 1:4000; Overnight), os cortes teciduais foram lavados com tampéo
TRIS-HCI e tratados com complexo baseado em polimeros (Immunohistoprobe PlusTM,
Advanced Biosystems Inc., Redwood, CA, USA). A atividade da peroxidase foi visualizada por
meio da imerséo dos cortes em diaminobenzidina (Liquid DAB+ substrate system, Dako North
America Inc., Carpinteria, CA, USA), resultando em um produto de reacdo de coloragédo
acastanhada. Finalmente, os cortes teciduais foram contracorados com hematoxilina de Harris,
desidratados e montados com laminula. O controle positivo para o0s anticorpos anti-CD4 e anti-
Cd8 foi realizado com cortes de hiperplasia linfoide e para os anticorpos anti-Galectina-1, anti-
Galectina-3 e anti-Galectina-7 cortes de hiperplasia fibrosa inflamatéria oral. O controle
negativo consistiu na omissdo dos anticorpos primarios no protocolo descrito anteriormente.

Para a andlise imunoistoquimica, todas as laminas foram avaliadas sob microscopia
oOptica de luz (Leica DM 500; Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany), e 05
areas de maior imunopositividade ao longo do tecido foram fotomicrografadas (ICC 50HD;
Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany) com ampliagdo de x400, as imagens
foram transferidas para o programa ImageJ® (Imaging Processing and Analysis in Java,
National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). Os linfocitos que
apresentavam coloracdo acastanhada na membrana foram considerados positivos para anti-CD4
e anti-CD8, sendo realizada a média de células positivas nos 05 campos de maior
imunopositividade sendo este método de analise adaptado de Zhou et al. (2016). As células
inflamatorias com nucleo e/ou citoplasmas acastanhados foram consideradas positivas para
anti-Galectina-1, anti-Galectina-3 e anti-Galectina-7, sendo calculado o indice de positividade
(IP) (total de células inflamatdrias imunopositivas dividido por 1000 e multiplicado por 100)
em cada um dos casos, sendo adaptado da metodologia de Brito et al. (2018).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, utilizando o programa
SPSS (versdo 20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Foi utilizada a estatistica descritiva para
caracterizacdo da amostra. O teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram utilizados
para determinar possiveis associagdes entre parametros clinico-morfoldgicos e as lesbes de
LPO e RLO. A analise das porcentagens de células imunopositivas para CD4, CD8, Galectina-
1, Galectina-3 e Galectina-7 foi realizada atraves do teste de Kolmogorov-Smirnov, revelando
assim auséncia de distribuicdo normal. Portanto, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
usado para comparar as porcentagens medianas de céelulas imunopositivas para CD4, CD8,
Galectina-1 e -3, de acordo com os casos de LPO e RLO. O teste de correlacdo de Spearman

foi utilizado para analisar as correlac@es entre as imunoexpressées de CD4, CD8, Galectina-1
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e Galectina-3 com os casos de LPO e RLO. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p

< 0,05) para todos os testes.

Resultados

Anélise clinicomorfoldgica

O sexo feminino foi 0 mais acometido dentre os casos de LPO (75,8%; 25/33) e RLO
(100,0%; 04/04), bem como nos subtipos clinicos de LPO, reticular (73,9%; 17/23) e erosivo
(80,0%; 8/10). A média da idade para os casos de LPO foi de 52,2 + 14,9 anos e de 47,5 + 13,7
anos para os casos de RLO, sendo os individuos ndo-brancos 0s mais acometidos para 0s casos
de LPO (63,6%; 21/33) e RLO (75,0%; 03/04). A mucosa jugal representa a localizacdo
anatdbmica mais prevalente para os casos de LPO (54,5%; 18/33) e RLO (50,0%; 02/04)
(TABELA 1). Os casos de RLO estavam associados a restauraces de amalgama dentario, apos
a realizacéo da biopsia e substituicdo da restauracdo por resina composta houve remissdo das
lesdo.

Morfologicamente, os casos de LPO se destacam pelo epitélio hiperplasico (57,6%;
19/33) e presenca de corpos de Civatte (72,7%; 24/33), enquanto os casos de RLO apresentaram
maior prevaléncia dos centros germinativos (75,0%; 03/04) (p= 0,002). Observou-se diferenca
significativa da espessura do tecido epitelial, sendo maior nos casos de LPO com mediana de
483,47 um (384,81-699,83) (p= 0,019). Nao houve diferenca significativa da espessura da
banda linfocitaria subepitelial entre os casos de LPO - 391,90 um (296,01 — 507,74) e RLO -
393,92 um (187,51 -500,39) (p> 0,05) (TABELA 2).

Analise imunoistoquimica

Foi observado, tantos nos casos de LPO e RLO, imunomarcacao citoplasmatica do CD4
e CD8 nos linfécitos sub-epiteliais, e as galectinas 1 e -3 exibiram imunomarcacdo nuclear e
citoplasmatica. A galectina-7 ndo demonstrou imunomarcagdo nas células inflamatdrias dos
casos de LPO e RLO.

N&o se observou diferenca significativa da imunoexpressdo de CD4 entre os casos de
LPO (50,80; 22,20-91,80) e RLO (93,30; 32,60-99,25) (p> 0,05). O subtipo erosivo de LPO
demonstrou maior imunoexpressao (75,3; 35,30 - 125,85), comparado ao subtipo reticular
(30,0; 14,20-80,60), embora sem diferenca significativa (p=0,055). Em relacdo a
imunoexpressdo do CD8, ndo se evidenciou diferenca significativa entre o LPO (79,80; 44,70
—123,80) e RLO (54,40 (37,45 — 115,60) (p=0,525), e entre os subtipos clinicos reticular (80,0;
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52,80-123,0) e erosivo (52,10; 32,50 -127,05) (p=0,273) (TABELA 3). Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre a imunoexpressao de CD4, CD8, galectinas-1 e 3 com a espessura

do tecido epitelial, hiperplasico e atréfico.

Todos os casos de LPO e RLO demonstraram imunopositividade nas células
imunomodulatorias para as galectinas-1 e -3. A galectina-1 apresentou maior imunoexpressao
citoplasmatica nos casos de RLO (p= 0,011). A imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica de
galectina-1 nos subtipos clinicos reticular e erosivo de LPO ndo demonstraram diferenca
significativa (p>0,05). A imunoexpressdao nuclear e citoplasmatica de galectina-3 néo
apresentou diferenca significativa entre os casos de LPO e RLO, bem como entre os subtipos
clinicos reticular e erosivo de LPO (p> 0,05) (TABELA 4).

Correlacbes de Spearman apresentaram uma correlagdo significativa entre a
imunoexpressdo de CD4+ e CD8+ (r=0,396; p=0,010), galectina-1 citoplasmatica e nuclear
(r=0,589; p<0,001) e galectina-1 citoplasmatica e galectina-3 citoplasmatica (r=0,419;
p=0,005) nos casos de LPO. N&o houve correlacéo significativa (p>0,05) para os casos de RLO.
O subtipo reticular do LPO apresentou correlacédo significativa entre CD4+ e CD8+ (r=0,520;
p=0,006), galectina-1 citoplasmatica e nuclear (r=0,619; p=0,003), galectina-1 citoplasmatica
e galectina-3 citoplasmatica (r=0,536; p=0,011), galectina-1 citoplasmatica e galectina-3
nuclear (r=0,486; p=0,017) e galectina-3 citoplasmatica e nuclear (r=0,746; p<0,001). O subtipo
erosivo do LPO apresentou correlacdo significativa entre galectina-1 citoplasmaética e nuclear
(r=0,626; p=0,043) e galectina-3 citoplasmatica e nuclear (r=0,839; p=0,038).

Discussao

O LPO e o RLO sdo processos que exibem caracteristicas clinicas muitas vezes
semelhantes, no entanto, apresentam etiopatogenias distintas (CHENG et al., 2016;
CARROZZO et al., 2019). A resposta imunoinflamatdria, na maioria dos casos, apresenta-se
de forma mais intensa no LPO, conforme Mravak-Stipetic et al. (2014). No entanto, nossos
resultados mostraram que o CD4, CD8 e as galectinas-1 e -3 participam na modulag&o imune
do LPO e RLO, sem diferenca significativa entre ambos.

Os casos de LPO apresentaram maior espessura do tecido epitelial em comparagdo aos
casos de RLO, assim como foi observado por Mravak-Stipetic et al. (2014). Khoo, Primasari e
Saub (2001) destacaram através de uma analise histomorfomeétrica, um maior volume nuclear

e citoplasmatico nas células do LPO em comparagdo com o RLO, sugerindo assim esta técnica
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de avaliacdo como um possivel método de diferenciacdo das lesdes. Em contrapartida, Juneja
et al. (2006) demostraram que o tecido epitelial dos casos de LPO sdo menos espessos que 0s
casos de RLO, isso pode ser explicado pelo método empregado para mensuracdo da espessura
do epitélio. Para uma mensuracdo mais proxima da realidade, nés realizamos trés mensuracdes
por campo ao longo de cinco campos consecutivos, 0 que nos permitiu uma dimensdo mais
proxima da espessura total do epitélio dos casos de LPO e RLO. Em relacdo aos subtipos
clinicos, os casos de LPO reticular apresentaram maior espessura epitelial que o subtipo
erosivo, assim como observado por Pereira et al. (2012) e Brant, Vasconcelos e Rodrigues
(2008), o que pode ser justificado por uma maior atividade pré-apoptotica nos casos de LPO
erosivo (BRANT, VASCONCELOS e RODRIGUES, 2008).

Diversos agentes irritantes intraorais, assim como a canela e o amalgama dentario,
podem favorecer o desenvolvimento das RLO por contato (MCPARLAND e
WARNAKULASURIYA, 2012; CHENG et al., 2016; CARROZZO et al., 2019). A
hipersensibilidade associada as restauragdes de amalgama dentario podem levar anos para
ocorrer, através de um desgaste da restauracdo ocorre a liberacdo de sais de mercurio e
particulas metalicas que penetram no tecido epitelial e prendem-se aos queratindcitos levando
a uma resposta das celulas de defesa contra os queratindcitos. Inicialmente as células
apresentadoras de antigenos mediam a proliferacdo de linfocitos T CD4+ responsaveis por
recrutar os linfocitos TCD8+ que agem através dos reconhecimentos do sistema de
histocompatibilidade humana (MHC) (MCPARLAND e WARNAKULASURIYA, 2012). Em
nosso estudo, a presenca de areas semelhantes a centros germinativos foi mais caracteristica
para os casos de RLO e isso pode ser justificAvel pelo mecanismo de desenvolvimento dela
estar associado a hipersensibilidade aos sais de mercUrio presentes nas restauracdes de
amalgama levando a uma maior proliferacdo de células imunes, bem como uma maior
imunoexpressdo de CD4" para estes casos. Larsson e Warfvinge (1998) também destacam a
ocorréncia de centros germinativos em RLO por hipersensibilidade ao amalgama dentério.

No6s observamos uma maior imunoexpressdo de CD4" nos casos do subtipo erosivo do
LPO, esse fato pode estar relacionado ao perfil de diferenciagdo dos linfocitos T CD4*, assim
como observado por Piccinni et al. (2014) ao destacar uma maior imunoexpressao de linfocitos
ThO nos casos de LPO erosivo quando comparados a mucosa oral e ao subtipo reticular,
associando assim o papel do linfécito ThO na etiopatogénese do LPO erosivo. Os linfécitos
auxiliares, T CD4" (Th0), podem sofrer diferenciagdo em subtipos Thl, Th2, Th9, Th17, Treg
e Tth mediante exposicdo as citocinas presentes no meio, deste modo cada grupo desempenha

um papel distinto conforma a liberacdo de citocinas proprias (WANG et al., 2016).
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Mecanismos imunomodulatorios com a via PD-1/PDL-1 (COSTA et al, 2020; YANG,
WANG e ZHOU, 2021), bem como as galectinas (MUNIZ et al., 2015; GHAPANCHI et al.,
2019) tem sido estudada como possiveis reguladoras da resposta imune do LPO. Em especial,
as galectinas podem desempenhar diversas funges na regulacdo da resta imune inata e
adaptativa como sinalizacdo, diferenciacdo, migracdo, secrecdo de citocinas, além de
mecanismos pro e anti-apoptoticos (THIEMANN e BAUM, 2016; BRINCHMANN et al.,
2018; CORREA et al., 2022).

A galectina-1 é uma lectina prototipica que apresenta um Unico dominio de
reconhecimento de carboidratos e é expressa por células adiposas, células estromais, células
endoteliais, linfonodos e células placentérias, além de linfécitos mediando um mecanismo pro-
apoptotico. Esse papel pré-apoptotico da galectina-1 em linfocitos faz com que ela atue como
um mecanismo anti-inflamatorio, inibindo respostas alérgicas (BRINCHMANN et al., 2018;
CORREA et al., 2022). Nosso trabalho mostrou uma maior imunoexpressao citoplasmatica da
galectina-1 nos casos de RLO, assim como observado por Sturm et al. (2004) que apontam a
galectina-1 como um mecanismo pré-apoptotico mediando a ativacdo das caspases-8 e -9, bem
como por Shenker et al. (2002) que apontaram o mercurio como um mecanismo pro-apoptoético
de linfécitos através de mudancas na expressao de genes apoptdticos. Yakushina et al. (2014)
demonstraram o papel pré-apoptotico da galectina-1 em linfécitos TCD4+ através da via de
ativacdo da proteina Bad. Deste modo, sugere-se que o mercurio pode ter um papel na ativacao
da galectina-1 em linfécitos nos casos de RLO levando essas células a um mecanismo pro-
apoptotico.

A galectina-3 é a Unica galectina do tipo quimera e desempenha um papel antagbnico a
galectina-1 em linfdcitos agindo como um mecanismo pré-inflamatoério. Quando no citoplasma,
a galectina-3 desempenha um papel anti-apoptotico através da interacdo com a proteina Bcl-2
(BRINCHMANN et al., 2018; CORREA et al., 2022). Em nosso estudo observamos uma maior
imunoexpressdo de galectina-3 citoplasmatica nos casos de RLO o que pode indicar um
mecanismo antiapoptotico para as células imunes mediado pela proteina Bcl-2, levando a uma
possivel alteracdo na delecdo de clones de linfécitos auto-reativos e consequente aumento da
imunoexpressdo de CD4 (ARREAZA, RIVERA e CORRENTI, 2014; PEREZ-SAYANS et al.,
2021). No6s também observamos que os casos de LPO erosivo apresentaram maior
imunoexpressdo citoplasmatica de galectina-3 quando comparados ao subtipo reticular, assim
como observado por Ghapanchi et al. (2018) que destacaram uma maior concentragdo sérica de
galectina-3 nos casos de LPO erosivo, deste modo destaca-se que a galectina-3 pode

desempenhar um papel anti-apoptotico de linfécitos TCD4 e um aumento da auto-restividade
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destas células no LPO erosivo. Em somatorio, Corréa et al. (2022) considera as galectinas-1 e
-3 como possiveis vias terapéuticas anti-inflamatorias para o tratamento de psoriase e dermatite
atopica.

A galectina-7 ndo foi imunoexpressa pelas células imunes dos casos de LPO e RLO
indicando que esta galectina ndo desempenha um papel imunomodulatorio nesses casos. Brito
et al. (2018) ao avaliar a imunoexpressao das galectinas-1, -3 e -7 em lesdes periapicais destaca
um possivel papel pré-apoptotico da galectina-7 em células inflamatorias nestas lesbes. A
possivel auséncia da sua imunoexpressdo nos casos de LPO e RLO pode estar relacionada a
etiopatologia distinta das lesdes.

Em nosso estudo, observamos uma correlagéo positiva entre a imunoexpressao de CD4
e CD8 nos casos de LPO e seu subtipo reticular, sugerindo deste modo um papel
imunomodulatorio dos linfocitos T CD4 na diferenciacédo e linfocitos T CD8. Também houve
uma correlacdo positiva entre a imunoexpressao nuclear e citoplasmatica de galectina-1, bem
como entre a imunoexpressdo citoplasmatica galectina-1 e galectina-3, citoplasmatica e
nuclear, nos casos de LPO e no subtipo reticular. O subtipo erosivo do LPO apresentou
correlacdo positiva entre a imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica de galectinas-1 e -3. Deste
modo, sugere-se que as galectinas-1 e -3 podem sofrer translocagéo do citoplasma para o nucleo
das células imunes desempenhando, no ndcleo, um papel na realizagdo de splicing pré-mRNA
que regulam genes de processos de diferenciacdo, proliferacdo, transporte intracelular,
metabolismo celular e apoptose (FRITSCH et al., 2016; BHAT et al., 2016), e no citoplasma,
agindo de maneira antagonica, a galectina-1 desempenha um papel pré-apoptético e a galectina-
3 anti-apoptética (YAKUSHINA et al., 2014; BRINCHMANN et al., 2018; CORREA et al.,
2022).

Em conclusdo, destacamos que aspectos morfolégicos, como a menor espessura do
tecido epitelial e a presenca de centros germinativos, sdo importantes para o diagnostico da
RLO e diferenciacdo do LPO. Um maior nivel de CD4" esteve associado aos casos de LPO
erosivo, apontado um possivel papel na diferenciacdo de subpopulagfes de linfocitos nesses
casos. Os linfécitos T CD8" exercem um papel direto na resposta imune do LPO e da RLO. As
galectina-1 e -3 participam da modulacdo da resposta imune do LPO e da RLO, sendo a
imunoexpressdo citoplasmatica da galectina-1 uma possivel via pro-apoptética de linfécitos. A

galectina-7 ndo desempenha um mecanismo direto na resposta imune do LPO e da RLO.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos casos de LPO e RL de acordo com as caracteristicas clinico-

morfoldgicos.

Parametros Grupos
Clinicopatoldgicos LPO RLO
n (%o) n (%o)
Sexo
Masculino 8(24,2)
Feminino 25 (75,8) 4 (100)
Idade (média e desvio 52,2+14,9 (14-83) 47,5+13,7 (34-63)
padréo)
Raca
Branca 12 (36,4) 1 (25)
Né&o-branca 21 (63,6) 3 (75)
Localizacéo das lesdes
Mucosa jugal 18 (54,5) 2 (50)
Lingua 8(24,2) 1 (25)
Mucosa jugal+Lingua 4(12,1) 1 (25)
Outras 3(9,1)
Tipo clinico
Reticular 23 (69,7) N/A
Erosivo 10 (30,3) N/A
Tipo de epitélio
Atrofico 14 (42,4) 2 (50)
Hiperplasico 19 (57,6) 2 (50)
Corpos de Civatte
Presente 24 (72,7) 2 (50)
Ausente 9(27,3) 2 (50)
Centros germinativos
Presente 1(3) 3 (75)
Ausente 32 (97) 1 (25)

Legenda: NA — N&o se aplica.
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Tabela 2. Relagdo dos grupos de lesdes com as caracteristicas morfoldgicas.

Tipo clinico
LPO RLO p
(n=33) (n=4)
Centros
germinativos
Presente 1 (3%) 3 (75%) 0,002 *
Ausente 32 (97%) 1 (25%)
Classificacéo do
epitélio
Atrofico 14 (42,4) 2 (50) 1,000
Hiperplasico 19 (57,6) 2 (50)
Espessura epitelial 483,47 (384,81 - 276,29 (229,50 — 0,019 **
(Mediana) 699,83) 356,91)
Espessura da banda 391,90 (296,01 — 393,92 (187,51 - 0,732 **
linfocitaria 507,74) 500,39)
(Mediana)
* Fisher’s exact test
** Mann-Whitney test
Tabela 3. Relacdo dos subtipos de LPO com as caracteristicas morfoldgicas.
LPO
Reticular (n=23) Erosivo (n=10) p
Classificacéo do
epitélio
Atrofico 9 (39,1%) 5 (50%) 0,561*
Hiperplasico 14 (60,9%) 5 (50%)
Espessura epitelial 563,23 (426,62 — 439,61 (374,26 — 0,609**
(Mediana) 685,97) 713,70)
Espessura da banda 411,30 (281,09 — 337,95 (310,94 - 0,832**
linfocitaria 496,18) 562,65)
(Mediana)

*]1 Fisher’s exact test
**2 Mann-Whitney test



Tabela 4. Comparacdo da imunoexpressdes do CD4, CD8 e galectinas-1 e -3 em relagdo aos casos de LPO e RLO.
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CD4 CD8 Gal-1 nuclear Gal-1 citoplasma Gal-3 nuclear Gal-3 citoplasma
Varidveis p p p p p p
LPO 50,80 0,478 79,80 0,525 7,10 0,106 49,50 0,011 17,20 0,557 65,60 0,142
(22,20-91,80) (44,70 - 123,80) (4,00 - 11,85) (24,70 - 63,55) (5,45-23,30) (58,0 - 81,95)
RLO 93,30 54,40 15,10 84,10 17,50 81,40
(32,60-99,25) (37,45 - 115,60) (7,87 - 20,60) (58,95 - 86,82) (15,25 - 26,20) (68,27 - 89,35)
LPO 30,0 0,055 80,0 0,273 7,10 0,389 48,40 0,240 11,90 0,100 61,80 0,108
Reticular (14,20-80,60) (52,80-123,0) (2,70-11,50) (21,50-58,30) (5,2-19,5) (57,90-74,70)
LPO 75,30 52,10 7,65 62,90 22,0 83,25
Erosivo (35,30 - 125,85) (32,50 -127,05) (5,42-23,0 (29,07-68,85) (14,80 -30,42) (51,87-87,92)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021
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Fig 2. (A) Fotomicrografia de LPO evidenciando tecido epitelial hiperplasico com banda linfocitaria subepitelial evidente (HE, 40x). (B) Imunoexpressdo de galectina-1
em LPO, evidenciando imunomarcacéo nas células imunes da banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE, 40x). (C) Imunoexpresséo de galectina-3 em LPO, evidenciando
imunomarcacdo nas células imunes da banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE, 40x). (D) Imunoexpressdo de galectina-7 em LPO, evidenciando imunomarcagdo no
tecido epitelial (ADVANCE, 40x). (E) Imunoexpresséo de CD4 em LPO, evidenciando imunomarcacéo nas células imunes da banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE,
400x). (F) Imunoexpressao de CD8 em LPO, evidenciando imunomarcagao nas células imunes da banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE, 400x). (G) Fotomicrografia
de RLO evidenciando tecido epitelial atrofico e area semelhante a centro germinativo (HE, 40x). (H) Imunoexpressédo de galectina-1 em RLO, evidenciando imunomarcacdo
nas células imunes da banda linfocitéria subepitelial (ADVANCE, 40x). (I) Imunoexpressao de galectina-3 em RLO, evidenciando imunomarcagdo nas células imunes da
banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE, 40x). (J) Imunoexpressdo de galectina-7 em RLO, evidenciando imunomarcacéo no tecido epitelial (ADVANCE, 40x). (K)
Imunoexpressdo de CD4 em RLO, evidenciando imunomarcacéo nas células imunes da banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE, 400x). (L) Imunoexpressdo de CD8
em RLO, evidenciando imunomarcacdo nas células imunes da banda linfocitaria subepitelial (ADVANCE, 400x).

>
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e Em conclusdo, destacamos que aspectos morfoldgicos, como a menor espessura do
tecido epitelial e a presenca de centros germinativos, sao importantes para o diagnastico
da RLO e diferenciacéo do LPO.

e Um maior nivel de CD4" esteve associado aos casos de LPO erosivo, apontado um
possivel papel na diferenciagdo de subpopula¢bes de linfocitos nesses casos. Os

linfocitos T CD8* exercem um papel direto na resposta imune do LPO e da RLO.

e As galectina-1 e -3 participam da modulacédo da resposta imune do LPO e da RLO,
sendo a imunoexpressao citoplasmatica da galectina-1 uma possivel via pré-apoptética

de linfécitos mediada pelo mercurio.

e A galectina-7 ndo desempenha um mecanismo direto na resposta imune do LPO e da
RLO.



59

REFERENCIAS

AGHBARI, S.M.H., et al. Malignant transformation of oral lichen planus and oral lichenoid
lesions: A meta-analysis of 20095 patient data. Oral Oncology, v. 68, p.: 92-102, 2017.

ALAIZARI, N.A,, et al. Hepatitis C virus infections in oral lichen planus: a systematic review
and meta-analysis. Australian Dental Journal, v. 61, n. 3, p.:282-7, 2016.

ALRASHDAN, M.S.; CIRILLO, N.; MCCULLOUGH, M. Oral lichen planus: a literature
review and update. Archives of Dermatological Research, v. 308, n. 8, p.:539-51, 2016.

ALVES, P.M,, et al. Significance of galectins-1, -3, -4 and -7 in the progression of squamous
cell carcinoma of the tongue. Pathology, Research and Practice, v. 207, n. 4, p.:236-40,
2011.

ARCOLIA, V., et al. Galectin-1 is a diagnostic marker involved in thyroid cancer
progression. International Journal of Oncology, v. 51, n. 3, p.:760-770, 2017.

BAKHTIARI, S., et al. Prevalence of oral lichen planus in Iranian children and adolescents: a
12-year retrospective study. European Archives of Paediatric Dentistry, v. 18, n. 6, p.:419-
22,2017.

BASCONES-ILUNDAIN, C.; GONZALEZ-MOLES, M.A.; ESPARZA, G.; GIL-
MONTOYA, J.A.; BASCONES-MARTINEZ, A. Significance of liquefaction degeneration in
oral lichen planus: a study of its relationship with apoptosis and cell cycle arrest markers.
Clinical and Experimental Dermatology, v. 32, n. 5, p.:556-63, 2007.

BRINCHMANN, M.F.; PATEL, D.M.; IVERSEN, M.H. The Role of Galectins as
Modulators of Metabolism and Inflammation. Mediators of Inflammation, v. 2018, p.:1-11,
2018.

BRITO, L.N.S., et al. Immunohistochemical Analysis of Galectins-1, -3, and -7 in Periapical
Granulomas, Radicular Cysts, and Residual Radicular Cysts. Journal of Endodontics, v. 44,
n. 5, p.:728-33, 2018.

CERQUEIRA, J.D.M.,, et al. Psychological disorders and oral lichen planus: A systematic
review. Journal of Investigative and Clinical Dentistry, v. 9, n. 4, p..e12363, 2018.

CHEN, H.M., et al. Significant association of deficiencies of hemoglobin, iron, folic acid, and
vitamin B12 and high homocysteine level with oral lichen planus. Journal of the Formosan
Medical Association, v. 114, n. 2, p.:124-9, 2015.

CHENG, Y.S,, et al. Diagnosis of oral lichen planus: a position paper of the American
Academy of Oral and Maxillofacial Pathology. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral
Pathology and Oral Radiology, v. 122, n. 3, p.:332-54, 2016.

CORREA, M.P., et al. Expression Pattern and Immunoregulatory Roles of Galectin-1 and
Galectin-3 in Atopic Dermatitis and Psoriasis. Inflammation, v. 45, n. 3, p.:1133-1145, 2022.



60

COUSIN, J.M.; CLONINGER, M.J. The Role of Galectin-1 in Cancer Progression, and
Synthetic Multivalent Systems for the Study of Galectin-1. International Journal of
Molecular Sciences, v. 17, n. 9, p.: E1566, 2016.

DE CAMARGO, A.R., et al. Subset of CD8+ and FOXP3 + T cells in lichen planus
associated with chronic hepatitis C infection. Oral Diseases, v. 00, p.:1-7, 2019.

DE OLIVEIRA, R.D.E.C,, et al. Higher expression of galectin-3 and galectin-9 in periapical
granulomas than in radicular cysts and an increased toll-like receptor-2 and toll-like receptor-
4 expression are associated with reactivation of periapical inflammation. Journal of
Endodontics, v. 40, n. 2, p.:199-203, 2014.

DE VASCONCELOS CARVALHO, M., et al. Alterations in the immunoexpression of
galectins-1, -3 and -7 between different grades of oral epithelial dysplasia. Journal of Oral
Pathology & Medicine, v. 42, n. 2, p.:174-9, 2013.

DI STASIO, D., et al. Psychiatric disorders in oral lichen planus: a preliminary case control
study. Journal of Biological Regulators and Homeostatic Agents, v. 32, n. 2 Suppl. 1,
p.:97-100, 2018.

ENOMOTO, A, et al. Intraepithelial CD8+ lymphocytes as a predictive diagnostic biomarker
for the remission of oral lichen planus. Human Pathology, v. 74, p.:43-53, 2018.

FARHADI, S.A.; HUDALLA, G.A. Engineering galectin-glycan interactions for
immunotherapy and immunomodulation. Experimental Biology and Medicine, v. 241, n. 10,
p.:1074-83, 2016.

FIRTH, F.A., et al. Regulation of immune cells in oral lichen planus. Archives of
Dermatological Research, v. 307, n. 4, p.:333-9, 2015.

FLORES-HIDALGO, A.; MURRAH, V.; FEDORIW, Y.; PADILLA, R.J. Relationship of
infiltrating intraepithelial T lymphocytes in the diagnosis of oral lichen planus versus oral
epithelial dysplasia: a pilot study. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology and Oral
Radiology, 2019.

GHAPANCHI, J., et al. Evaluation of the serum levels of galectin-3 in patients with oral
lichen planus disease. Oral Diseases, v. 25, n. 2, p.:466-70, 2019.

GHAPANCHI, J., et al. Observational Molecular Case-Control Study of Genetic
Polymorphisms 1 in Programmed Cell Death Protein-1 in Patients with Oral Lichen Planus.
Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 20, n. 2, p.:421-24, 2019.

GIULIANI, M., et al. Rate of malignant transformation of oral lichen planus: A systematic
review. Oral Diseases, v. 25, n. 3, p.:693-709, 20109.

GOROUHI, F.; DAVARI, P.; FAZEL, N. Cutaneous and mucosal lichen planus: a
comprehensive review of clinical subtypes, risk factors, diagnosis, and prognosis. Scientific
World Journal, v. 2014, p.:1-22, 2014.



61

GONZALEZ-MOLES, M.A., et al. Worldwide prevalence of oral lichen planus: A systematic
review and meta-analysis. Oral Diseases, v. 27, n. 4, p.:.813-828, 2021.

HALLIKERI, K., et al. Prevalence of oral mucosal lesions among smokeless tobacco usage:
A cross-sectional study. Indian Journal of Cancer, v. 55, n. 4, p.:404-9, 2018.

KANSKY, A A, et al. Epidemiology of oral mucosal lesions in Slovenia. Radiology and
Oncology, v. 52, n. 3, p.:263-66, 2018.

KARA, Y.A. The Measurement of Serum Tumor Necrosis Factor-alpha Levels in Patients
with Lichen Planus. Indian Journal of Dermatology, v. 63, n. 4, p.:297-300, 2018.

KAUR, M.; KAUR, T.; KAMBOJ, S.S.; SINGH, J. Roles of Galectin-7 in Cancer. Asian
Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 17, n. 2, p.:455-61, 2016.

KAWADA, T. Sleep, mental status, and biological markers in saliva in patients with oral
lichen planus. Journal of Oral Pathology & Medicine, v. 45, n. 6, p.:467, 2016.

KRAMER, L.R.; LUCAS, R.B.; PINDBORG, J.J.; SOBIN, L.H. Definition of leukoplakia and
related lesions: an aid to studies on oral precancer. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral
Pathology and Oral Radiology, v. 46, n. 4, p.:.518-39, 1978.

KRUTCHKOFF, D.J.; CUTLER, L.; LASKOWSKI, S. Oral lichen planus: the evidence
regarding potential malignant transformation. Journal of Oral Pathology & Medicine, v. 7,
n. 1, p.:1-7, 1978.

LOPES, M.L., et al. Pattern of galectins expression in actinic cheilitis with different risks of
malignant transformation. Journal of Oral Pathology & Medicine, v. 45, n. 8, p.:621-6,
2016.

LU, R.; ZHOU, G. Oral lichenoid lesions: Is it a single disease or a group of diseases? Oral
Oncology, v. 117, n.:105188, 2021.

MA, R.J.; TAN, Y.Q.; ZHOU, G. Aberrant IGF1-PI3K/AKT/MTOR signaling pathway
regulates the local immunity of oral lichen planus. Immunobiology, 2019.

MANKAPURE, P.K., et al. Clinical profile of 108 cases of oral lichen planus. Journal of
Oral Science, v. 58, n. 1, p.:43-7, 2016.

MESQUITA, J.A., et al. Association of immunoexpression of the galectins-3 and -7 with
histopathological and clinical parameters in oral squamous cell carcinoma in young patients.
European Archives of Oto-Rhino-Laryngology, v. 273, n. 1, p.:237-43, 2016.

MOZAFFARI, H.R., et al. Evaluation of serum and salivary interferon-y levels in patients
with oral lichen planus: a systematic review and meta-analysis of case-control studies. Oral
Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology and Oral Radiology, v. 127, n. 3, p.:210-217,
2019.



62

MOZAFFARI, H.R., et al. A systematic review and meta-analysis study of salivary and serum
interleukin-8 levels in oral lichen planus. Postepy Dermatologii / Alergologii, v. 35, n. 6,
p.:599-604, 2018.

MUNIZ, J.M., et al. Galectin-9 as an important marker in the differential diagnosis between
oral squamous cell carcinoma, oral leukoplakia and oral lichen planus. Immunobiology, v.
220, n. 8, p.:1006-11, 2015.

NOGUEIRA, P.A.; CARNEIRO, S.; RAMOS-E-SILVA, M. Oral lichen planus: an update on
its pathogenesis. International Journal of Dermatology, v. 54, n. 9, p.:1005-10, 2015.

OLSON, M.A.; ROGERS, R.S. 3".; BRUCE, A.J. Oral lichen planus. Clinics in
Dermatology, v. 34, n. 4, p.:495-504, 2016.

RIMKEVICIUS, A., et al. Oral lichen planus: a 4-year clinical follow-up study. Turkish
Journal of Medical Sciences, v. 47, n. 2, p.:514-22, 2017.

ROOPASHREE, M.R., et al. Pathogenesis of oral lichen planus--a review. Journal of Oral
Pathology & Medicine, v. 39, n. 10, p.:729-34, 2010.

SHET, R., et al. A study to evaluate the frequency and association of various mucosal
conditions among geriatric patients. Journal of Contemporary Dental Practice, v. 14, n. 5,
p.:904-10, 2013.

SOLIMANI, F. et al. Lichen planus - a clinical guide. Journal der Deutschen
Dermatologischen Gesellschaft, v. 19, n. 6, p.:864-882, 2021.

SONG, L., et al. Galectin-3 in cancer. Clinica Chimica Acta, v. 431, p.:185-91, 2014.

TOPCU, T.O., et al. The clinical importance of serum galectin-3 levels in breast cancer
patients with and without metastasis. Journal of Cancer Research and Therapeutics, v. 14,
n. supplement, p.:S583-S586, 2018.

THIEMANN, S.; BAUM, L.G. Galectins and Immune Responses-Just How Do They Do
Those Things They Do? Annual Review of Immunology, v. 34, p.:243-64, 2016.

TSUSHIMA, F. et al. Malignant transformation of oral lichen planus: a retrospective study of
565 Japanese patients. BMC Oral Health, v. 21, n. 1, p.:298, 2021.

VALACH, J., et al. Smooth muscle actin-expressing stromal fibroblasts in head and neck
squamous cell carcinoma: increased expression of galectin-1 and induction of poor prognosis
factors. International Journal of Cancer, v. 131, n. 11, p.:2499-508, 2012.

VAN DER MELIJ, E.H.; VAN DER WAAL, I. Lack of clinicopathologic correlation in the
diagnosis of oral lichen planus based on the presently available diagnostic criteria and
suggestions for modifications. Journal of Oral Pathology & Medicine, v. 32, n. 9, p.:507-
12, 2003.

VARGHESE, S.S., et al. Epidemiology of Oral Lichen Planus in a Cohort of South Indian
Population: A Retrospective Study. Journal of Cancer Prevention, v. 21, n. 1, p.:55-9, 2016.



63

XIE, R.D., et al. Galectin-1 inhibits oral intestinal allergy syndrome. Oncotarget, v. 8, n. 8,
p.:13214-22, 2017.

YANG, J.Y.; WANG, F.; ZHOU, G. Characterization and function of circulating mucosal-
associated invariant T cells and ydT cells in oral lichen planus. Journal of Oral Pathology &
Medicine, v. 51, n.1, p.:74-85, 2022.

ZEINALLI, M.; ADELINIK, A.; PAPIAN, S.; KHORRAMDELAZAD, H.; ABEDINZADEH,
M. Role of galectin-3 in the pathogenesis of bladder transitional cell carcinoma. Human
Immunology, v. 76, n. 10, p.:770-4, 2015.



64

APENDICE A - Ficha para coleta de dados referente a analise clinica dos casos de LPO e RLO.
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APENDICE B - Ficha para coleta de dados referente & analise do nimero de células
imunomarcadas pelos anticorpos CD4, CD8, galectinas-1, -3, e -7, em LPO e RLO.

Anticorpo: ( ) Galectina-1 Area: () Nucleo
( ) Galectina -3 () Citoplasmatica
( ) Galectina -7

CAMPOS MICROSCOPICOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total | Percentual
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ANEXO B - Normas da revista.

Author Guidelines

JOURNAL SECTIONS

1. Oral Cancer and Potentially malignant disorder

2. Oral Medicine and Pathology

Clinicopathological as well as medical or surgical management aspects of diseases affecting
oral mucosa, salivary glands, maxillary bones, as well as orofacial neurological disorders, and
systemic conditions with an impact on the oral cavity.

3. Medically compromised patients in Dentistry
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4. Oral Surgery
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5. Implantology
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1. CASE REPORTS.

2. ARTICLES focus on Prosthesis, Comunity and Preventive Dentistry, Clinical and
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Cleft lip and Palate & Craniofacial Malformations.
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Journal of Clinical and Experimental Dentistry (ISSN 1989-5488) Indexed in SCOPUS and
accepted in PubMed Central® (PMC) since 2012 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ This is an

Open Access (free access on- line) http://www.medicinaoral.com/odo/indice.htm
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ARTICLE SUBMISSION

Articles may only be submitted through our web site and in ENGLISH. Log on our web site
and we will send you an USER NAME and PASSWORD to submit the article.
http://www.medoral.es

For submitting NEW OR MODIFIED MANUSCRIPTS the description of the process is:

1. Log in to http://www.medoral.es

2. Click on "Submit a manuscript" for submitting a NEW articles. Click on “Submissions
needing revision” for submitting a MODIFIED article.

3. Delete ALL previously uploaded documents, including all the figures in the case of
submitting a MODIFIED article.

4. Upload a word document entitled: "Letter to the Editor".

If this is a modification of a previously submitted article, this letter should include the answers
to ALL the reviewer’s comments.

5. Include a separate word document entitled: "Manuscript"”. The manuscript must include

the following items:

. Title of the article

. Authors (First and last name)

. Contact address for the corresponding author

. Running tittle

. Key words

. Abstract

. Text of the article

. References

. Insert ALL TABLES in the main manuscript. Each table in one page
. Figure legends

Please note that tables must have portrait orientation; we do not accept tables with landscape
orientation.

DO NOT INCLUDE THE FIGURES IN THE MAIN MANUSCRIPT

If you are resubmitting a modified document in response to the reviewers' comments, all
changes MUST be highlighted in RED

6. Upload figures, one at a time. Do not include figures in the manuscript document.

Figures must be at least 900 X 600 pixels in size and in JPEG (.jpg) format; file size must be
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less than 5 MB. Please transform your figures to JPEG format without compression in RGB

format, not CMYK. All figures that do not correspond to these requirements will be rejected.

All accepted articles of this ONLINE VERSION will be published in ENG- LISH and included
in the SCIENCE CITATION INDEX EXPANDED (since 2008), JOURNAL CITATION
REPORTS (since 2008), INDEX MEDICUS, MEDLINE, PUBMED, SCOPUS, EMCARE,
EMBASE, INDICE MEDICO ESPANOL.

Articles will normally be included in one of the different journal sections. Au- thors should
indicate the section in which they wish their article to be included, although the Editor may
change this upon advice from reviewers. Articles received will always undergo revision by a
committee of experts (peer review process). Only original articles will be accepted, authors
being responsible for the meeting of this regulation. Authors are also RESPONSIBLE for all
opin- ions, results and conclusions contained in articles, which will not necessarily be shared
by the journal’s Editor and reviewers. All accepted articles become the property of Medicina
Oral S.L., and their date of reception and acceptance will be reflected; thus, their subsequent
publication in other media is not allowed without written permission by the Editor. Authors will
transfer IN WRITING the copyright of their contributions to Medicina Oral S.L.

TYPES OF ARTICLES

1. Research articles: Analytical investigations such as cross-sectional surveys, case-
control studies, cohort studies and controlled clinical trials will be recom- mended for
publication. For clinical trials, authors must specify legal permis- sions obtained. Articles
should not exceed 12 pages (including references) in DIN A-4 format, 30 lines per page. Not

more than four figures and four tables should be included; up to 30 references.

2. Review articles: Articles of special interest and those entailing an update on any of the
topics identified as subjects for this journal will be accepted. They should not exceed 14 pages
(references included) in DIN A-4 format, with 30 lines per page. We recommend systematic
reviews and meta-analysis. They should contain a maximum of four figures and four tables per

article; up to 40 references.
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ARTICLE STRUCTURE

Articles should include the following:

1. First page: This should include the title of the article, as well as a running title, the
authors’ full name and academic post, and an address for correspond- ence, including telephone
and fax numbers, and e-mail address.

2. Following pages: These in turn will include the following headings, according

to the type of contribution (research articles, review articles):

Research articles

— Abstract, containing 150-300 words ALWAYS structured as: Background, Material and
Methods, Results, Conclusions.- Key words.- Introduction.- Ma- terial and Methods: specifying

statistical procedures used.- Results.- Discus- sion.- References

Review articles

— Abstract: containing 150-300 words ALWAYSS structured as: Background, Material and
Methods, Results, Conclusions.- Key words. -Introduction. - Ma- terial and methods: specifying
how the search was made (date base selected, search strategy, screening and selection of the
papers and statistical analysis).

- Results and Discussion. - References.

REFERENCES
1. We do NOT accept book references.
2. We only admit references of articles INDEXED in PubMed-Medline.
3. The references should be numbered consecutively in order of appearance, being quoted
in parentheses in the text. Unpublished observations and personal communications should not
be included as references. The Uniform Require- ments for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals format is required throughout.
http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
Example: Authors numbering six or less should all be quoted; when more authors are present,

first six names will be quoted, followed by et al.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in HIV- infected patients. N
Engl J Med. 2002;347:284-7.
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Ethical requirements regarding human and animal experimentation
Ethical consideration regarding human and animal experimentation
Authorship and contributorship Privacy and confidentiality

Protection of human subjects and animals in research

Medical Ethics Manual Ethics in Research

Conflict of interest requirements

A conflicts of interest exists if authors or their institutions have financial or personal
relationships with other people or organisations that could inap- propriately influence (bias)
their actions. Financial relationships are easily identifiable, but conflicts can also occur because

of personal relationships, academic competition, or intellectual passion.

AT THE END OF THE MANUSCRIPT all submissions to Medicina Oral Patologia Oral y

Cirugia Bucal must include:

1. Conflict of interest

Disclosure of all relationships that could be viewed as presenting a potential

conflict of interest.

. At the end of the text, under a subheading “Conflicts of interest”, all authors must
disclose any financial and personal relationships with other people or organisations that could
inappropriately influence (bias) their work. Examples of financial conflicts include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patents or
patent applications, and travel grants, all within 3 years of beginning the work submitted. If
there are no conflicts of interest, authors should state that.

. All authors are required to provide a signed statement of their conflicts of interest as
part of the author statement form.

2. Ethics. Under a subheading of Ethics: The ethics committee approval with the reference
number.

3. Source of Funding. Under a subheading of Source of Funding. In case of non funding
disclose it.

4. Authors' contributions. Under a subheading of Authors' contributions.
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