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RESUMO

O Liquen Plano Bucal (LPB) é uma doenca inflamatéria cronica auto-imune, cujas
formas clinicas mais comuns sédo os tipos reticular e erosivo. A persisténcia do
infiltrado inflamat6ério é importante para a patogénese do LPB, mas os
mecanismos envolvidos neste processo ainda precisam ser mais investigados. A
deficiéncia de apoptose pode contribuir para essa persisténcia do infiltrado
subepitelial, que é composto predominantemente por linfocitos T CD4+ e CD8+. E
sabido que o alvo das células CD8+ (LT citotdxicos) sdo os ceratinécitos no LPB.
O objetivo deste estudo foi avaliar se ha bloqueio da apoptose nos linfocitos
subepiteliais, elucidar as vias apoptoticas envolvidas, bem como quantificar os
linfécitos T CD8+ e sua distribuicdo nas lesdes de LPB dos tipos reticular e
erosivo. Foram selecionadas 15 amostras de LPB de cada tipo, reticular e erosivo
e 15 de mucosa com hiperplasia fibrosa inflamatéria, para o grupo controle. As
proteinas Bax, Bcl2, Caspase-3 e -8 e CD8 foram quantificadas por meio de
reacdes imunoistoquimicas. Verificou-se intensa marcacdo de CD8 (37.03%,
erosivo e 32.02%, reticular), e Bcl2 (53.61%, erosivo e 32.05%, reticular) nas
amostras de LPB e menor marcacdo no controle (27.37% e 17.74%,
respectivamente). Nos tipos reticular e erosivo ndo houve diferenca na marcacdo
de CD8 (p>0.05). Houve maior marcacdo do Bcl2, no tipo erosivo em relacéo ao
tipo reticular (p<0,05). Por outro lado, praticamente ndo houve marcacdo de
Caspase-8 (0.41%, erosivo e 0.44%, reticular) e de Caspase-3 (0.87%, erosivo e
0.89%, reticular) nos grupos de LPB e houve intensa marcacdo desses anticorpos

(31.65%, caspase-8 e 34.95%, caspase-3) no grupo controle. JA& o Bax nédo



apresentou marcacdo em nenhum dos grupos. A baixa expressdo de Caspase-8 e
Caspase-3 nos infiltrados inflamatérios de LPB indicam que a via extrinseca nao
estd ativa nessas lesdes. J& a baixa expressdo de Bax e Caspase-3 e a alta
expressao de Bcl2 indicam que a via intrinseca esta ativa, mas pode estar sendo
blogueada pela expressdo de proteinas anti-apoptoéticas. Além disso, a maior
expressdo de Bcl2 no tipo erosivo em relacdo ao reticular demonstra uma maior

tendéncia a evasdo da apoptose e persisténcia da inflamacao no tipo erosivo.

Palavras-Chave: Liquen Plano Bucal, apoptose, linfécitos T CD8+, Bcl2, Bax,

Caspase-3 e Caspase-8



ABSTRACT

The Oral Lichen Planus (OLP) is a chronic inflammatory autoimmune disease
whose most common clinical forms are the reticular and erosive types. The
persistence of the subepithelial inflammatory infiltrate is important in the
pathogenesis of OLP, but the mechanisms involved in this process still have to be
investigated. The deficiency of apoptosis may contribute to persistence of the
infiltrate, which is comprised predominantly of subepithelial CD4+ and CD8+ T
lymphocytes. The target of CD8+ T lymphocytes are the keratinocytes in OLP. The
objective of this study was to evaluate the blockage of apoptosis in subepithelial
lymphocytes, the involved pathway and quantify CD8+ T lymphocytes in reticular
and erosive types of OLP. Fifteen samples of each reticular and erosive types of
OLP and 15 samples of mucosa with inflammatory fibrous hyperplasia (control
group) were selected. Proteins Bax, Bcl2, Caspase-3 and -8 and CD8 were
quantified by Immunohistochemistry. Intense labeling to CD8 (37.03%, erosive and
32.02%, reticular), and to Bcl2 (53.61%, erosive and 32.05%, reticular) occurred in
samples of OLP awhile in the control group labeling were scarce (27.37% and
17.74%, respectively). There was no difference in immunoexpression of CD8
between the reticular and erosive types of OLP (p>0.05). Bcl2 labeling was more
intense in erosive type than in reticular type (p<0.05). On the other hand,
immunoexpression of Caspase-8 (0.44%, erosive and 0.41%, reticular) and
Caspase-3 (0.87%, erosive and 0.89%, reticular) were poor in inflammatory
infiltrates of OLP and were intense in the control group (31.65%, Caspase-8 and

34.95%, Caspase-3). Bax antibody did not result any labeling in OLP and in the



control groups. Low expression of Caspase-8 and Caspase-3 in inflammatory
infiltrates of OLP indicate that the extrinsic pathway of apoptosis is not active in
those lesions. The low expression of Bax and Caspase-3 and the high expression
of Bcl2 in inflammatory infiltrates of OLP indicate that the intrinsic pathway is
active, but may be blocked by anti-apoptotic proteins. In addition, the more intense
expression of Bcl2 in inflammatory infiltrates in erosive than in reticular types
demonstrates a greater tendency to evasion of apoptosis and persistence of

inflammation in erosive type.

Keywords: Oral Lichen Planus, apoptosis, T lymphocytes, CD8, Bcl2, Bax,

Caspase-3 and Caspase-8
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1. INTRODUCAO

O Liquen Plano Bucal (LPB) é uma doenca auto-imune *?* que afeta cerca

de 1 a 2% da populacdo *

. Sua patogénese ainda é obscura, apesar de
incessantes investigacdes °.

Muitos autores sugerem tratar-se de um distdrbio imunolégico persistente,
mediado por linfécitos, sendo os ceratinécitos basais os alvos dos linfécitos T 7.

O infiltrado de linfécitos T (LT) € composto por células CD4+ e CD8+, com
distribuicdo variavel. Os LTs CD8+ mostram uma grande afinidade pelos
ceratinécitos quando comparado com os CD4+ °. As células citotéxicas CD8+
podem desencadear a apoptose dos ceratindcitos no LPB 91112,

A apoptose é um mecanismo importante na destruicdo das células da

| 13141516 ' mas a sua ocorréncia no infiltrado linfocitario tem sido

camada basa
pouco estudada. Os mecanismos de persisténcia destas células no foco da leséo,
se por um permanente recrutamento ou por inibicdo da apoptose dos linfocitos T
1718 " ainda precisam ser investigados. Acreditamos que os dois mecanismos
possam estar agindo simultaneamente, mas diferentemente quando se compara
os tipos clinicos, reticular e erosivo de LPB.

Considerando a incidéncia do LPB na populacdo e o fato de que muitos
aspectos da doenca ainda ndo sdo conhecidos, o propésito desse trabalho é
avaliar se ha bloqueio da apoptose contribuindo para a persisténcia do infiltrado

linfocitario nas les6es de LPB, elucidar as vias apoptoticas envolvidas e quantificar

os linfécitos T CD8+ na inflamacédo. Adicionalmente procurar-se-4& comparar



diferencas nas vias apoptoticas blogueadas e/ou envolvidas e na quantificacao
dos linfocitos T CD8+ nos tipos reticular e erosivo de LPB, procurando assim
esclarecer as diferentes manifestac@es clinicas encontradas nestas duas formas

da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Liguen Plano Bucal

2.1.1. Aspectos Clinicos

O Liquen Plano Bucal (LPB) é uma doenca inflamatéria crénica nado
contagiosa e recorrente, caracterizada por periodos de exacerbagdo e remisséo.
Acomete a pele, a cavidade bucal ou ambos. Os sintomas séo passageiros, mas a
manifestacéo clinica da doenca bucal pode ser persistente *°2°,

O LPB é uma das doencas mais comuns encontradas nas clinicas de

|21

patologia oral “~ sendo mais freqlientemente encontrado na mucosa jugal, lingua e

gengiva 11,22,23

A verdadeira prevaléncia é desconhecida e vérios estudos sugerem uma
incidéncia de 1 a 2 % da populacéo geral “?*?*, Segundo MONCARZ et al. (1993)
% 0 LPB representa 9% de todas as lesées brancas da cavidade bucal.

O LPB é uma doenga da idade adulta e se desenvolve mais comumente
entre a quinta e sexta década de vida, é duas vezes mais frequente em mulheres
do que em homens #2?%27 O LPB & rarissimo em pacientes melanodermas, sendo
mais freqiiente o Liquen Plano Cutaneo (LPC) .

O LPB aparece em diferentes formas clinicas: papular, reticular (como as

estrias de Wickham), em placa, erosiva, ulcerativa e bolhosa, baseadas na



aparéncia da lesdo #?%?’_ As lesbes do LPB podem durar de meses a anos % e o
seu aparecimento pode ocorrer de forma isolada ou combinada *°.

De acordo com VINCENT (1991) *, o pleomorfismo clinico do LPB
representaria sinais clinicos com varios niveis de atividade identificados
simultaneamente em diferentes regides da boca, ou diversas fases evolutivas do
processo.

Alguns autores afirmam que existem essencialmente apenas duas formas
clinicas, a reticular e erosiva 20343,

A forma reticular € a mais encontrada e se apresenta como uma rede de
conecgOes e linhas brancas sobrepostas, papulas ou placas. Fregiientemente os
pacientes desconhecem sua presenca 22, pois raramente sdo acompanhadas de
sintomas %*.

As formas erosiva/ulcerativa sdo mais destrutivas e causam grande

desconforto bucal 423

, enquanto a forma reticular reflete uma fase mais amena da
doenca. LesBes erosivas/ulcerativas, depois de tratadas, freqlientemente
recidivam na forma reticular *°.

Na pele, o liquen plano é caracterizado por pequenas papulas purplreas
com estrias brancas (estrias de Wickham), pruriginosas, simétricas e com
predilecdo pelas superficies flexoras de extremidades, regido sacral e genitalia *°.
Segundo BOYD et al. (1991) ** o LPC apresenta um curso bem definido, enquanto
as lesBes bucais séo cronicas e recorrentes.

Para GANDOLFO et al. (2004) % 90 % das leses sdo acompanhadas de

comprometimento bucal que muitas vezes precedem as de pele, sendo um sinal

importante para o diagndéstico precoce. As lesdes cutaneas sao observadas em 20



a 60 % dos pacientes com LPB e é mais freqiiente que o LPC numa proporcao de
8:1. O LPB pode ocorrer sem a manifestacéo cutanea *°.

Existe controvérsia sobre a possibilidade do LPB ser uma leséo pré-maligna
com evolucdo para o carcinoma epiderméide. Essa neoplasia representa em torno
de 98% de todas as lesdes malignas da boca, estando associada a fatores de
risco exégenos, como o tabaco e o alcool *°. Apesar de trabalhos sugerirem uma

36,37,38

alta incidéncia de carcinoma epidermdide bucal nesses pacientes , alguns

autores ainda consideram circunstanciais as evidéncias de transformacao maligna
39.

Segundo GANDOLFO et al (2004) %® o risco do aparecimento de cancer
bucal associado ao LPB independe do tipo clinico e da terapia administrada.

Devido a incerteza da natureza pré-maligna do LPB e pelo fato da deteccao
precoce do cancer bucal resultar em maior sobrevida do paciente, é prudente
monitorar todos os pacientes com LPB durante um longo periodo .

Os pacientes com LPB assintomatico ndo necessitam de tratamento
devendo ser acompanhados a cada seis meses 2?2, Nos casos sintomaticos,
estes devem receber tratamento adequado e serem avaliados a cada trés meses
20.

Indiscutivelmente o agente mais usado e eficaz no tratamento do LPB s&o
0s corticosteroides, por via topica ou sistémica. Os corticosteroides restringem
parcialmente a atividade do infiltrado linfocitario subepitelial 3*.

N&o existe cura para o LPB, o que se faz é o tratamento dos sintomas.

Acredita-se que a terapia utilizada n&o influencia no curso natural da doenca 3.



2.1.2. Aspectos Histopatoldégicos

O LPB é caracterizado histologicamente por um denso infiltrado linfocitario
subepitelial ***° disposto em banda e pela desestruturacdo da camada basa do
epitélio ©1°23274% Os ceratindcitos basais formam corpos coléides ou de “Civatte”
1141 que aparecem como glébulos homogéneos eosinofilicos. A ultra-estrutura dos
corpos de “Civatte” sugere que eles sejam ceratindcitos apoptéticos. As mudancas
na camada basal do epitélio envolvem fraturas, interrupcdes e duplicacdes 2. Em
adicdo, os ceratindcitos basais ancoram em hemidesmossomos e filamentos
alterados resultando em fissuras microscopicas entre o epitélio e o tecido
conjuntivo 2.

As células CD8+ estdo aumentadas nas regides intraepitelial e superficial
da lamina prépria e sua atividade citotdxica é encontrada adjacente a camada
basal ". Nos estagios precoces do LPB, o infiltrado é constituido de macréfagos
e linfécitos CD4+ “. Com a progressdo da doenca pode ocorrer um aumento

gradual de células CD8+ *"**

, com grande afinidade pelos ceratindcitos quando
comparado com as células CD4+ °.

De acordo com PELISSIER & MISIPO (1990) ** os achados histol6gicos
séo relativamente constantes nos tipos de LPB, mas certas variagdes podem
ocorrer com o tempo de evolugcdo da lesdo e a forma clinica. O infiltrado
inflamatério destroi progressivamente as camadas inferiores do epitélio. Assim, em
um LPB recente, observam-se prolongamentos epiteliais afilados apresentando o

aspecto de “dentes de serra”. Com a evolugdo da lesdo, os prolongamentos

papilares desaparecem, sendo substituidos pelo infiltrado inflamatério que ataca



as camadas inferiores do epitélio. Nos LPB antigos, a jungéo epitélio-conjuntivo
encontra-se completamente retilinea, pois desaparecem totalmente as papilas e
0s prolongamentos inter-papilares epiteliais, ficando um epitélio atréfico. Por fim, o
epitélio torna-se totalmente destruido pelo infiltrado inflamatério caracterizando a
forma erosiva do LPB.

Outras células acessdrias contribuem em menor nimero, como mondcitos e

macréfagos, células de Langerhans e mastécitos 343,

2.1.3. Patogénese

O papel da auto-imunidade na patogénese do LPB é sustentado por muitas

45

caracteristicas ™, incluindo inicio em adultos, predilecdo pelo sexo feminino,

associacao com outras doencas auto-imunes, atividade supressora deprimida e a
presenca de células T citotoxicas auto-reativas 2**°.

A destruicdo da camada basal é resultado do efeito citotdxico dos linfocitos
T no infiltrado inflamatério subepitelial 23222438 Qg linfécitos T ativados liberam
citocinas mediadoras do recrutamento e persisténcia dos linfécitos, bem como da
morte dos ceratindcitos basais 33,

Os mecanismos usados pelas células T CD8+ para desencadear a
apoptose nao sao claros, e incluem 104748

1. Células T CD8+ secreta TNF-a que se liga ao receptor TNF-R1 na
superficie dos ceratinécitos.

2. Fas L na superficie do LT CD8+ se liga ao Fas R na superficie dos

ceratindcitos.



3. Células T CD8+ secreta granzima B, que age via perforinas, induzindo
poros na membrana dos ceratinécitos.
A granzima B cliva e ativa a Caspase-3, que leva as células epiteliais a

morte por apoptose *°.

2.2. Apoptose

A apoptose foi descrita pela primeira vez por KERR et al. em 1972 e
representa um tipo especial de morte celular onde a prépria célula individualmente
aciona mecanismos que resultam em sua autodestruicdo %!, Trata-se de uma
morte programada e ativa, que requer energia, sintese e degradacao protéica **°.
Através dela, os organismos vivos eliminam as células potencialmente prejudiciais
para a manutencdo da homeostase °**3, E um mecanismo fisiolégico de controle
celular, que regula o tamanho dos tecidos exercendo um papel oposto ao da
mitose >*.

A apoptose é induzida por processos fisiolégicos e patolégicos. Pode ser
ativada em resposta a diversos estimulos: fatores hormonais, acdo de citocinas,
acdo do sistema imune, infecgdes virais, homeostasia em tecido adulto, radiacées,
hipertermia, toxinas e outros fatores fisicos *°.

Varios aspectos morfolégicos sdo usados para caracterizar uma célula
apoptdtica. A microscopia Optica, apresentam-se retraidas, circundadas por um
halo claro e possuem citoplasma acidofilo. Seus nudcleos sofrem marginacgéo,

condensacéo e fragmentagdo da cromatina, seguido de fragmentagdo da propria

célula em corpos apoptdticos >!. Estes podem ser fragmentos citoplasmaticos,



nucleares ou ambos, que sédo reconhecidos e fagocitados por histiécitos e/ou
células parenquimatosas adjacentes, sem induzir inflamagao >¢*’.

De acordo com SEARLE et al. (1982) *® a apoptose apresenta duas fases:
condensacdo nuclear e fragmentacdo citoplasmatica formando o0s corpos
apoptéticos, e fagocitose e digestdo desses fragmentos pelas células adjacentes.

A auséncia ou a exacerbacdo do fenbmeno de apoptose pode resultar em
conseqiiéncias desastrosas para os tecidos *°. Sua inibicdo esta relacionada com
0 desenvolvimento de tumores e auto-imunidade, enquanto sua inducdo excessiva
pode acarretar doencas regressivas e imunossupresséao >,

A apoptose é de grande importancia na manutencdo do sistema imune
saudavel. Durante o curso da resposta imune, células de defesa sdo recrutadas e
atuam contra os antigenos. Quando estes sdo eliminados, a populacdo celular no
infiltrado diminui por dois mecanismos: remoc¢ao por apoptose e pela reducdo no
recrutamento de novas células com a resolucéo da inflamagao -2,

A desregulagdo da apoptose pode desencadear um mecanismo de evasao,

com bloqueio da mesma, resultando na sobrevivéncia prolongada das células

inflamatdrias e na persisténcia da inflamacao no tecido .

2.2.1. Vias Apoptdticas

A ativacdo das caspases € responsavel pela maioria das mudancas
morfolégicas observadas neste tipo de morte celular ®*. As caspases sdo enzimas

gue possuem cisteina no sitio ativo e clivam proteinas nos residuos de acido
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aspartico Sado produzidas como enzimas inativas (pré-caspases), sendo



ativadas pelo deslocamento da molécula inibidora ou por clivagem proteolitica.
Atualmente s@o conhecidas 12 caspases, porém nem todas estdo envolvidas na
apoptose. As caspases diretamente envolvidas podem ser classificadas em
ativadoras (8, 9 e 10) e efetuadoras (3, 6 e 7). As ativadoras fazem protedlise das
efetuadoras que ativam outras proteases e degradam diferentes substratos das
células 4,

Existem duas vias classicas para a apoptose: extrinseca - mediada pelo
receptor de morte e intrinseca — mediada por sinais internos mitocondriais °®®7:8,

A via intrinseca ou mitocondrial € ativada em resposta a alteracdes
intracelulares, incluindo a retirada de fatores de crescimento, diferenciagédo
terminal, danos no DNA, estresse no reticulo endoplasmatico, dentre outros. Estes
estimulos ativam um ou mais membros pré-apoptéticos da familia Bcl (ex. Bax)
gue inibem a ac¢do das proteinas anti-apoptoticas e alteram a permeabilidade da
membrana mitocondrial. H&4 a liberagdo do citocromo C que combinado com a
proteina Smac (de Second mitochondrial activator of caspases) forma o AlF (de
Apoptosis Inducing Factor), e ativa a caspase 9 ou as efetuadoras diretamente .
As caspases 3, 6 e 7 ativam endonucleases e outras proteases, que clivam o

DNA, e degradam diferentes substratos celulares, resultando na morte da célula *

(Figura 1).
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Figura 1: Representagdo esquemdtica da via intrinseca da apoptose. Diversos estimulos
alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial, levando a liberacéo de citocromo C
para o citosol e a formacgéo do apoptossomo. A caspase-9 ativa as caspases efetoras.

A via extrinseca é acionada pelo acoplamento de ligantes aos receptores de

morte 59,68,70

, que se localizam na membrana celular. S&o eles: Fas, receptor
TNFa, DR4 e DR5. Estes receptores ativados sofrem dimerizacdo e autofosforilam
o dominio da morte (DD de Death Domain) ®8. Uma proteina de adaptacéo se liga
a uma efetuadora do dominio da morte (DED de Death Effector Domain) que cliva
as pré-caspases 8 e 10 em caspases ativas, acionando as efetuadoras °°°
(Figura 2). Além disto, a caspase 8 cliva o Bid, proteina citosélica pré-apoptética
da familia Bax, originando um fragmento que se liga a proteina Bcl2 inibindo-a.
Isso altera a permeabilidade mitocondrial, liberando o citocromo C, proteina SMAC

e AIF, que ativam a caspase 9 ou as efetuadoras %%,



oo Fast

mmmwm

TRRT R RN RR IR RN
ssdd. bEd238833038353838383880383

PROCASPASE -8

m

—>m—/ _\» :

PROCASPASE 3
\ CASPASE -3 3 ENDONUCLEASE

Figura 2: Representacdo esquematica da via extrinseca da apoptose com a participacao
das principais proteinas.

As proteinas citosolicas regulam a apoptose por inibirem as caspases ou
por regularem a permeabilidade das mitocondrias ®®%°. Os IAPs (Inhibitor of
Apoptosis Proteins) formam uma familia de proteinas inibidoras que inibem as
caspases efetuadoras 3 e 7 e a caspase ativadora 9 %067,

A familia Bcl consiste de membros anti e pro-apoptoticos que determinam
sobrevivéncia ou morte para a célula 2. As anti-apoptdticas, como Bcl2 e Bclx,
localizam-se na membrana mitocondrial e regulam proteinas formadoras de poros
controlando a permeabilidade da mitocéndria. As pré-apoptéticas, como Bax
formam homo e heterodimeros. A dimerizagdo de Bax resulta em sua translocagéo
% e insercdo na membrana mitocondrial, inibindo as proteinas anti-apoptdticas,
com disfuncéo e permeabilizacdo mitocondrial, e liberagdo de citocromo C . O
apoptossomo formado induz a cascata proteolitica das caspases, ativando
endonucleases, condensando a cromatina, e fragmentando o DNA, ocasionando a

morte celular 547576,



3.

3.1.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se ha blogueio da apoptose nos linfocitos subepiteliais, elucidar as

vias apoptéticas envolvidas, bem como quantificar os linfécitos T CD8+ e sua

distribuicdo, nas lesdes de LPB dos tipos reticular e erosivo, através da

imunoistoquimica de proteinas chaves na regulacdo da apoptose.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os linfécitos CD8 no infiltrado linfocitario subepitelial, nas lesdes
de LPB dos tipos reticular e erosivo.

Avaliar a expressao da proteina Bcl-2, no infiltrado inflamatério subepitelial,
nos tipos reticular e erosivo de LPB.

Identificar a expressdo da proteina Bax, no infiltrado inflamatério
subepitelial, nos tipos reticular e erosivo de LPB.

Identificar a expressao de caspases desencadeante (Caspase-8) e efetora
(Caspase-3), no infiltrado inflamatorio subepitelial, nos tipos reticular e
erosivo de LPB.

Verificar se essas moléculas se expressam diferentemente nos tipos

reticular e erosivo de LPB.



4, MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencdo das Amostras

Para este estudo retrospectivo, lesdes e respectivas fichas de pacientes
diagnosticados clinica e histologicamente como liquen plano bucal dos tipos
reticular e erosivo, além de hiperplasia fibrosa inflamatéria (controle) foram
selecionadas dos arquivos do laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (FO-UFMG)..

Quinze amostras de cada lesdo - LPB reticular, LPB erosivo e hiperplasia
fibrosa inflamatéria foram selecionadas, seguindo-se os critérios clinicos adotados
por ANDREASEN (1968) '’ e processadas rotineiramente para histologia.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (parecer n°® ETIC 333/09), conforme as
resolucdes CNS n°196/96 e 304/00 do Conselho Nacional de Saude, sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres

Humanos.

4.2. Processamento Histologico

Dos blocos selecionados obtiveram-se sec¢bes de 4 pm de espessura, em
laminas gelatinizadas, que foram submetidas as reagdes imunoistoquimicas e
examinadas em microscopia de Iluz e sistema de morfometria para

guantitatificacdo das proteinas marcadas e das células totais.



Para a gelatinizagdo das laminas foi utilizado 30g de gelatina (Vetec), 3g de
sulfato de cromo e potassio (Vetec) e 3 litros de agua destilada. As laminas foram
lavadas em &gua corrente por 2 horas e passadas em 5 banhos de agua destilada.
A &gua destilada foi fervida (30 minutos, microondas, potencia 9), levada ao
agitador e com o magneto acionado em alta velocidade a gelatina foi adicionada.
Ap6s a completa dissolucdo da gelatina o sulfato de cromo e potassio foi
acrescentado. A solucéo foi despejada sobre as laminas que ficaram em repouso
por 4 horas. As laminas foram retiradas da solucao e dispostas sobre papel filtro,

por 12 horas.

4.3. Reagdes Imunoistoquimicas

Para as reagbes com os anticorpos anti-caspases 3 e 8, anti-Bcl2 e anti-
CD8 seguiu-se 0 mesmo protocolo: as laminas foram incubadas em xilol |
overnight a temperatura ambiente, xilol Il por 15 minutos, etanol absoluto | por 5
minutos, etanol absoluto Il por 5 minutos, etanol 95% por 5 minutos, etanol 80%
por 5 minutos, solucdo de hidroxido de aménio 10% em etanol 95% por 10
minutos e lavadas em 5 banhos de agua destilada. Para a recuperagéo antigénica
as laminas foram imersas em solucdes especificas conforme padronizado para
cada anticorpo (tabela 1) e colocadas na panela de pressdo por 20 minutos.
Aguardou-se 20 minutos para a abertura da panela de pressdo. Apoés
resfriamento, as laminas foram lavadas em 5 banhos de &gua destilada. Para o
bloqueio da peroxidase enddgena as laminas foram incubadas em perdxido de

hidrogénio 10 volumes em 2 banhos de 15 minutos cada. As laminas foram



lavadas com 5 banhos de agua destilada. A seguir foram incubadas em tampéo
TRIS-HCL 20mM pH 7.4 (2.42g TRIS, 8.5g NaCl em 1000 ml de agua destilada)
em 3 banhos de 5 minutos cada. Foi feita a incubacéo do anticorpo primério de
acordo com a diluicdo correspondente a cada anticorpo (tabela 1) em tamp&o BSA
(1.25 ml de solucao de albumina - 20ml de agua destilada, 1g de albumina -, 2.5
ml de solucéo de azida - 20ml de 4gua destilada, 1g de azida sddica) overnight a
4° C. As laminas foram lavadas em 3 banhos de 5 minutos cada em tampéo TRIS-
HCL 20mM. O anticorpo secundario (kit DakoCytomation LSAB2 System-HRP) foi
incubado por 30 minutos em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em
3 banhos de 5 minutos cada em tampdo TRIS-HCL 20mM. A solugéo
streptavidina-biotina (kit Dako) foi aplicada sobre os cortes permanecendo por 30
minutos em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em 3 banhos de 5
minutos cada em tampao TRIS-HCL 20mM. Como soluc¢éo reveladora foi utilizado
um kit Dako de DAB (diaminobenzidina) liquida (1ml do tamp&o do kit, 1 gota de
DAB) que foi aplicada sobre os cortes por 5 minutos. As laminas passaram por um
banho de tampéo TRIS-HCL 20mM e em 5 banhos de agua destilada. Para contra
coloragao as laminas foram imersas em hematoxilina de Mayer’s por 60 segundos
e entdo lavadas em 5 banhos de agua destilada. As laminas foram incubadas em
etanol 70% por 5 minutos, etanol 90% por 5 minutos, etanol absoluto | por 5
minutos, etanol absoluto Il por 10 minutos, etanol absoluto Il por 10 minutos, xilol |
por 5 minutos, xilol Il por 10 minutos e montadas com laminulas de vidro e

Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, USA, c6digo SP15-500).



Tabela 1 — Anticorpo primario: fabricante, recuperacdo antigénica, diluicdo e
incubacéao

Anticorpo Clone do Recuperagdo  Diluicdo Incubacgéo
Monoclonal fabricante Antigénica
Mouse Monoclonal TRIS-EDTA 1:200 18h
Anti-Caspase 3 Novocastra PH=9,0
NCL-CPP32
clone JHM62
Mouse Monoclonal )
Anti-Caspase 8 Novocastra Ac. Citrico 1:200 18h
NCL-CASP-8 PH=6,0
clone 11B6
Mouse Monoclonal
Anti-Bcl2 DakoCytomation Ac. Citrico 1:150 18h
Clone 124, PH=6,0
Mouse Monoclonal
Anti-Bax Invitrogen Ac. Citrico 1:200 18h
clone 2D2 PH=6,0
Mouse Monoclonal
Anti-CD8 Novocastra TRIS-EDTA 1:100 18h
NCL-L-CD8-295 PH=9,0

Para a reac@o com o anticorpo anti-Bax seguiu-se o mesmo protocolo, com
as seguintes diferencas: as laminas foram incubadas em xilol | por 20 minutos,
xilol Il por 20 minutos, lavadas em etanol absoluto | e I, 90%, 80% e 70 %, 10
mergulhos em cada. As laminas foram entdo lavadas por uma vez em PBS. A
recuperacdo antigénica foi similar as reacdes ja descritas. Para o bloqueio da
peroxidase endogena foi utilizado Peroxidase block (Reagente do kit ARK Dako —
K 3954 - pronto para uso/ Frasco 1). Pingou-se o reagente sobre os cortes e

incubou por 15 minutos, em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em



5 banhos de agua destilada, e lavadas por uma vez em PBS por 5 minutos. A
incubagdo do anticorpo priméario foi similar as reagdes j4 descritas. As laminas
foram lavadas em 2 banhos de 5 minutos cada em PBS. Foi aplicado o
Streptoavidin-Peroxidase (Reagente do kit ARK Dako — K 3954 - pronto para uso/
Frasco 4) em quantidade suficiente para cobrir os cortes em camara amida por 15
minutos em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em 2 banhos de 5
minutos cada em PBS. A revelagdo, contracoloragdo e montagem das laminas

foram similares as reacdes ja descritas.

4.4, Andlises das Imunomarcagdes

Para as Caspases-3 e -8, proteinas Bcl2, Bax e CD8, foram digitalizadas
imagens dos campos histoldgicos utilizando microscépio Optico (Carl Zeiss —
Axiostar 1122-100) com objetiva de 100X e transferidas ao analisador de imagens

(Kontron Elektronics, Carl Zeiss - KS300 versé&o 2.0).

4.5. Parametros e Estratégia Morfométrica

Os ndmeros minimos representativos de campos a serem analisados foram
calculados em cada seccdo, em areas representativas da lesdo, a partir da
contagem inicial de 50 a 100 campos tomados aleatoriamente de uma lamina 8.
Desses, formou-se 10 subamostras com nimero crescente de campos (5, 10, 15...
até 50) retirados aleatoriamente com reposi¢do. De cada grupo, calculou-se a

média aritmética e respectivo Coeficiente de Variacdo (CV) para cada tamanho



amostral. A medida que o tamanho da amostra aumenta, os CVs tendem a
diminuir até se estabilizar. Assim, quando o incremento do nimero de campos nao
resultar em redugdo consideravel no valor do CV considera-se que o tamanho
daquela amostra como minimo representativo °.

A variac@o do ndmero de células imunomarcadas dos grupos estudados no
infiltrado inflamatdrio subepitelial estabilizou-se a partir de 15 campos em todos os
anticorpos analisados (anti-CD8, anti-Bcl2, anti-Caspases-3 e -8) conforme

demonstrado nos graficos a seguir:
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Grafico 1: Determinacdo do niumero minimo representativo de campos microscopicos
para quantificacdo do % de imunomarcagéo para o anticorpo anti-CD8.
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Grafico 2: Determinagdo do nUimero minimo representativo de campos microscopicos
para quantificacdo do % de imunomarcagédo para o anticorpo anti-Bcl2.
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Grafico 3: Determinacdo do nimero minimo representativo de campos microscépicos
para quantificacdo do % de imunomarcagao para o anticorpo anti-Caspase-8.
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Gréfico 4: Determinagdo do numero minimo representativo de campos microscopicos
para quantificagdo do % de imunomarcagédo para o anticorpo anti-Caspase-3.

4.6. Quantificacdo das Imunomarcagdes:

As quantificagdes foram realizadas por um Unico observador, sendo
consideradas imunopositivas as células com citoplasma acastanhado,
independentemente da intensidade de coloragdo. Para cada lamina foi
estabelecido a porcentagem de células imunopositivas, multiplicando o ndmero de
células imunopositivas por 100 e dividindo o resultado pelo nimero total de células

contadas.

4.7. Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo ou mediana

conforme tenha tido uma distribuicdo normal ou n&o, como verificado pelos testes



de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Resultados com distribuicdo normal
foram comparados pelo teste t de Student para avaliar eventuais diferencas entre
as amostras. Resultados com distribuicdo ndo normal foram comparados pelo
teste de Mann Whitney. Os valores de P<0,05 foram considerados significativos.

Para estas analises foi utilizando o programa estatistico Bioestat verséo 4.0.



5. RESULTADOS

SeccOes histolégicas, tratadas com anticorpo anti-CD8 exibiram grumos
castanhos amarronzados nas células presentes no infiltrado inflamatério
subepitelial, evidenciando marcacdes positivas para Linfocitos CD8+ (Figura 3).
Em todas as laminas analisadas foi encontrado um grande nimero de linfécitos
CD8+, tanto nas amostras de Liquen Plano Bucal dos tipos reticular (32.02%)
quanto erosivo (37.03%), entretanto, sem apresentar diferenca significativa entre
as formas clinicas (p>0,05) (Grafico 6). As amostras do grupo controle
apresentaram menor quantidade de células CD8+ (27.37%) que o0s casos de

liguen plano ((p<0,05) (Gréfico 5).



Figura 3: Fotomicrografias mostrando reacdo positiva para o anticorpo anti-CD8. A e B)
Controle. C e D) LPB Erosivo. E e F) LPB Reticular. Observar presenca de grumos
acastanhados evidenciando marcagdo positiva das células presentes no infiltrado
inflamatorio subepitelial.
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Gréfico 5: Distribuicdo do % de linfécitos CD8+ imunomarcados nos grupos controle,
reticular e erosivo. Houve menor % de imunomarcag¢éo no grupo controle em relacdo aos
grupos reticular e erosivo de LPB (p<0,05).
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Grafico 6: Distribuicdo do % de linfécitos CD8+ imunomarcados entre 0s grupos reticular
e erosivo de LPB. Ndo houve diferenca estatistica no % de imunomarcacdo no grupo
erosivo em relacdo aos grupos reticular (p>0,05).



SecgBes histoldgicas, tratadas com anticorpo anti-Bcl2 exibiram grumos
castanhos amarronzados nas células presentes no infiltrado inflamatoério
subepitelial, evidenciando marcac¢des positivas para esse anticorpo (Figura 4).
Houve extensa marcacdo nas amostras de Liquen Plano Bucal dos tipos reticular
(32.05%) e erosivo (53.61%) e menor marcagcado nas amostras do grupo controle
(17.74%). O numero de células imunopositivas para Bcl-2 no tipo erosivo foi maior
em relacdo ao tipo reticular de LPB, e nestas em relacdo ao grupo controle

(Gréficos 7 e 8), sendo estes resultados significativos (p<0,05).



Figura 4: Fotomicrografias mostrando reacéo positiva para o anticorpo anti-Bcl2. A e B)
Grupo controle: observar menor marcacédo no infiltrado inflamatério subepitelial. C e D)
LPB Reticular: observar moderada marcagao no infiltrado inflamatério subepitelial. E e F)
LPB Erosivo: observar intensa marcagao no infiltrado inflamatério subepitelial.
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Gréafico 7: Distribuicdo do % de células imunomarcados com o anticorpo anti-Bcl2 nos
grupos controle, reticular e erosivo. Houve menor % de imunomarcagao no grupo controle
em relagdo aos grupos reticular e erosivo de LPB (p<0,05).
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Grafico 8: Distribuicdo do % de células imunomarcados com o anticorpo anti-Bcl2 entre
0s grupos reticular e erosivo de LPB. Houve maior % de imunomarcag&o no grupo erosivo

em relagéo aos grupos reticular (p<0,05).



Houve ampla marcacdo imunoistoquimica para Caspase-8 (31.65%) e
Caspase-3 (34.95%) nas amostras do grupo controle e escassa marcacao nas
amostras de LPB dos tipos reticular (0.44% e 0.89%, respectivamente) e erosivo
(0.41% e 0.87%, respectivamente) (Figura 5), sendo estes resultados significativos
(p<0,05) (Gréficos 9 e 11). Com relagdo aos tipos reticular e erosivo de LPB
praticamente ndo houve diferenca no % de imunomarcacdo desses anticorpos
(p>0,05) (Graficos 10 e 12). Seccles histoldgicas, tratadas com anticorpos anti-
Caspase-8 e anti-Caspase-3 exibiram grumos castanhos amarronzados nas
células presentes no infiltrado inflamatério subepitelial nas amostras do grupo
controle, evidenciando marcacgfes positivas para esses anticorpos (Figuras 5A e
5D). Ja nas amostras de LPB, praticamente ndo houve imunomarcagdo para
esses anticorpos quando presentes na banda de infiltrado inflamatério subepitelial
(Figuras 5B, 5C, 5E e 5F), mas ao analisar as camadas mais profundas da
submucosa, observou-se presenca de algumas células imunomarcadas (Figuras
5B, 5C, 5E e 5F). Com relagcdo ao anticorpo anti-Bax, ndo houve marcacdo nos

infiltrados do grupo controle e das lesGes do tipo reticular e erosivo de LPB.



Figura 5: Fotomicrografias mostrando reacédo positiva para Caspase-8 e Caspase-3. A)
Caspase-8 no grupo Controle: B e C) Caspase-8 no LPB Reticular e Erosivo
respectivamente: observar auséncia de marcagdo no infiltrado inflamatdrio subepitelial e
marcacdo positiva em algumas células abaixo da banda subepitelial. D) Caspase-3 no
grupo Controle: observar intensa marcacao no infiltrado inflamatério subepitelial. E e F)
Caspase-3 no LPB Reticular e Erosivo respectivamente: observar auséncia de marcagao
no infiltrado inflamatorio subepitelial e marcacdo positiva em algumas células abaixo da
banda subepitelial.
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Grafico 9: Distribuicdo do % de células imunomarcados para Caspase-8 nos grupos
controle, reticular e erosivo. Houve maior % de imunomarcacdo no grupo controle em
relacdo aos grupos reticular e erosivo de LPB (p<0,05).
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Gréfico 10: Distribuicdo do % de células imunomarcados para Caspase 8 entre 0s grupos
reticular e erosivo de LPB. Praticamente ndo houve diferenca no % de imunomarcacéo
nos grupos reticular e erosivo (p>0,05).
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Grafico 11: Distribuicdo do % de células imunomarcados para Caspase 3 nos grupos
controle, reticular e erosivo. Houve maior % de imunomarcagdo no grupo controle em
relac@o aos grupos reticular e erosivo de LPB (p<0,05).
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Grafico 12: Distribuicdo do % de células imunomarcados para Caspase 3 entre 0S grupos
reticular e erosivo de LPB. N&o houve diferengca no % de imunomarcacgéo entre 0s grupos
reticular e erosivo (p>0,05).



6. DISCUSSAO

A apoptose tem sido foco de estudo em varias alteracfes patolégicas que
ocorrem na cavidade bucal #’, inclusive no LPB. Neste, os trabalhos geralmente
tém se concentrado no epitélio incluindo os ceratinécitos basais e parabasais ",
No entanto, a ocorréncia ou o bloqueio da apoptose e a avaliacdo das vias
apoptéticas envolvidas e/ou bloqueadas nos linfocitos presentes no infiltrado
inflamatério subepitelial nas lesdes de LPB ainda ndo foram bem descritos e
elucidados. Sabe-se que a apoptose € considerada importante na resolucao de
processos inflamatérios, sendo responsavel pela eliminagdo das células
inflamatérias quando o processo diminui a atividade **%°, Além disso, a maioria
dos autores estuda LPB como um Unico grupo de estudo, sem separar os tipos
clinicos. Em trabalhos anteriores, estudamos a apoptose nas altera¢fes epiteliais
presente no LPB separando os tipos clinicos reticular e erosivo trabalhando-os
como grupos distintos e pode-se observar diferencas significativas entre eles *°.

Em outro trabalho avaliamos o indice apoptético no infiltrado inflamatério
subepitelial nas lesdes de LPB dos tipos reticular e erosivo ® e encontramos um
baixo indice entre as células presentes no infiltrado inflamatério subepitelial
dessas lesbes, tanto na forma reticular quanto erosiva do LPB.

Esses resultados estdo em concordancia com os achados de BASCONES
et al. (2006) *® que também observaram que no LPB ocorre pouca apoptose no
infiltrado inflamatério subepitelial. E possivel que na inflamacg&o, enquanto ativa,

ocorra maior recrutamento de novas células que apoptose das mais antigas,



aumentando a sobrevida média das células do infiltrado, o que ajuda a explicar a
presenga intensa dos linfocitos T abaixo da camada basal do epitélio.

Abdel-latif et al. (2009) ’ também encontraram pouca apoptose no infiltrado
inflamatério subepitelial nas lesdes de LPB. Eles acreditam que a baixa ocorréncia
de apoptose pode estar relacionada com a superexpressao da proteina Bcl2,
contribuindo para a persisténcia do infiltrado inflamatério e aumentando a
desordem das células epiteliais. Nossos resultados estdo em concordancia com
esses achados.

Nesse trabalho, diferentemente dos demais, investigou-se a participacdo da
apoptose no infiltrado inflamatério subepitelial nas lesdes de LPB dos tipo reticular
e erosivo, procurando analisar as vias apoptéticas envolvidas. Para tanto, foram
quantificados os linfocitos CD8+ e avaliadas a expressdo das proteinas Bcl2 (anti-
apoptotica), Bax (pré-apoptética), Caspase-8 (promotora) e Caspase-3 (efetora),
através de reagfes imunoistoquimicas.

Os linfécitos CD8+ no infiltrado inflamatério subepitelial estiveram em maior
namero nas lesdes de LPB dos tipos reticular e erosivo que no grupo controle, ndo
mostrando diferenca entre os tipos erosivo e reticular. Sabe-se que o LPB é
caracterizado pela desestruturagdo dos ceratindcitos basais e que os linfécitos T
CD8+ podem desencadear a apoptose desses ceratinocitos. A maior presenca
dessas células nas lesdes de LPB parece confirmar essa afirmativa.

Praticamente ndo houve marcacdo imunoistoquimica para Caspase-3 e
Caspase-8 nas lesfes de LPB dos tipos reticular e erosivo. Tais marcagoes,
guando presentes nestes grupos, se encontravam nas células das camadas mais

profundas da submucosa, abaixo da banda de infiltrado inflamatério subepitelial.



J& no grupo controle, houve elevada marcacdo imunoistoquimica para essas
moléculas.

Para haver apoptose é necessaria a ativacdo de caspases "7°. As
caspases diretamente envolvidas na apoptose podem ser separadas em caspases
ativadoras e caspases efetuadoras. As caspases ativadoras fazem protedlise das
efetuadoras que, por sua vez, atuam ativando outras proteases que degradam

diferentes substratos das células ®4%°.

A pro-Caspase-3, ativada pelo
apoptossomo (Apaf + citocromo C + Caspase 9), € responsavel pela degradacéo e
a condensacédo do DNA ®>®8757¢ proteinas do citoesqueleto também séo clivadas
pela Caspase-3, produzindo alteragfes celulares tipicas da apoptose, como a
formacao de “blebbings” e corpos apoptéticos ®7¢. As lesbes de LPB praticamente
ndo mostraram expressdo de Caspase-3 no infiltrado subepitelial em relacdo ao
grupo controle. A menor expressao dessa caspase no LPB dos tipos reticular e
erosivo indica um bloqueio da apoptose nestas lesfes. Por conseguinte, a elevada
expressdo de Caspase-3 no grupo controle demonstra a participacdo da apoptose
nestes processos inflamatorios.

A via extrinsica da apoptose, também conhecida como “via do receptor de
morte” é iniciada por sinais externos a célula que vao estimular os receptores da
superficie celular ®. A ligacdo do ligante ao receptor de morte ativa a pro-
Caspase-8 em Caspase-8, acionando a Caspase-3 (efetora), desencadeando a
clivagem do DNA %78 praticamente ndo houve expressdo de Caspase-8 em

ambos os grupos de LPB. A baixa expressdo de caspase-8 indica que a via

extrinseca da apoptose ndo estda sendo expressa nessas lesfes. Em



contrapartida, a alta expressdo de caspase-8 no grupo controle demonstra a
participacéo da via extrinseca nesse grupo.

A via intrinsica da apoptose é ativada em resposta as alteracBes
intracelulares. Os membros da familia de proteinas Bcl consistem em fatores anti
e pré-apoptéticos que determinam a sobrevivéncia ou morte da célula ">, A
Bcl2, anti-apoptdtica, localiza-se na membrana mitocondrial e inibe proteinas
formadoras de poros, controlando a permeabilidade da mitocondria e impedindo a

apOptOSE 73,82,83,84'

A Bax, pro-apoptética, atua inibindo as proteinas anti-
apoptéticas, causando disfuncédo e permeabilizagdo mitocondrial com liberagao do
citocromo C e formacdo do apoptossomo’*84, Este ativa a caspase-3 efetuadora
698586 iniciando o processo de clivagem do DNA e resultando na morte da célula
886 O balanco entre proteinas pré e anti-apoptdticas determina se havera morte
celular por apoptose 38384,

Neste estudo, as lesdes de LPB exibiram elevada marcagédo para Bcl2.
Esses resultados estdo em concordancia com outros autores 887, Além disso,
houve marcacdo maior no tipo erosivo que no reticular e mais discreta no grupo
controle. Em contrapartida ndo houve marcacédo para Bax em ambos os tipos de
LPB. Resultados semelhantes também foram relatados por BLOOR et al. (1999)
14" com linfécitos negativos para o Bax em todos os casos de LPB.

A auséncia de imunomarcacdo para Bax em ambos 0s grupos e intensa
74,84

marcacao de Bcl2 indica que a liberacdo do citocromo-C estad bloqueada ,

impedindo o aumento da permeabilidade mitocondrial e a ocorréncia de apoptose

84



Em suma, existem duas principais vias para apoptose: via extrinsica —
mediada pelo receptor de morte e via intrinsica — mediada por sinais internos
mitocondriais. A baixa expressédo de Caspase-8 e Caspase-3 no LPB indicam que
a via extrinsica da apoptose nao esta sendo expressa nessas lesfes. Ja a baixa
expressdo de Bax e Caspase-3 e a alta expressao de Bcl2 indicam que a via
intriseca estd sendo bloqueada pela expressao de proteinas anti-apoptoticas.
Além disso, a maior expressao de Bcl2 no tipo erosivo em relagdo ao reticular
demonstra maior tendéncia a evasao da apoptose no erosivo. Conseqiientemente,
a maior evasao da apoptose contribui para a persisténcia dessas células no
infiltrado, resultando em maior agressdo ao epitélio, o que pode ser observado

clinicamente.



7. CONCLUSOES:

A imunomarcacéo para CD8 foi maior no infiltrado inflamatério subepitelial
nas lesdes de LPB do que no grupo controle demonstrando um maior predominio
desses linfécitos no LPB.

A imunomarcagdo para Bcl2 também foi maior no infiltrado inflamatério
subepitelial nas lesdes de LPB do que no grupo controle o que traduz em maior
expressdo de proteinas anti-apoptéticas no LPB. Além disso, o Bcl2 foi mais
expresso no tipo erosivo que no reticular demonstrando uma maior evasdo da
apoptose no LPB erosivo.

Praticamente ndo houve marcacao de Caspase-8 e Caspase-3 no infiltrado
inflamatério subepitelial nas lesbes de LPB e houve expressiva marcacao no
grupo controle. A baixa expressdo de Caspase-8 e Caspase-3 nos infiltrados
inflamatdrios de LPB indicam que a via extrinseca da apoptose ndo esta ativa
nessas lesoes.

N&o houve marcacdo de Bax em nenhum dos grupos de estudo. A baixa
expressdo de caspase-3 e de Bax associado a alta expressao de Bcl2 nos
infiltrados inflamatdrios de LPB indica que a via intrinseca estd4 sendo bloqueada
pela expressao de proteinas anti-apoptéticas.

A maior expressao de Bcl2 nos infiltrados inflamatérios de LPB do tipo
erosivo em relagdo ao tipo reticular, demonstra evasé@o da apoptose e persisténcia

da inflamacéo no tipo erosivo.
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