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Resumo

O liquen plano (LP) é uma doenga mucocutanea cronica, geralménte
assintomatica. A maioria dos pacientes com LP sdo adultos de meia idade,
sendo as criangas raramente afetadas. Embora a etiologia e os mecanismos
relacionados a patogénese do LP nio tenham sido completamente elucidados,
estudos clinicos e imunohistoquimicos apontam para uma desregulag&o imune,
envolvendo principalmente o componente celular do sistema imune e uma
complexa rede de citocinas. Levando-se em consideracdo que as citocinas
produzidas pelas células epiteliais e pelos linfocitos poderiam modular o curso
clinico das lesdes, assim como influenciar a susceptibilidade a doenga, o
objetivo deste estudo foi avaliar a presenga de polimorfismos funcionais de
citocinas importantes em processos inflamatdrios crénicos, em pacientes com
liguen plano bucal. Neste estudo foi extraido o DNA de 53 pacientes com
liquen plano bucal (LPB) e de 53 pacientes saudaveis, que formaram o grupo
controle. Inicialmente, o material genético foi amplificado pela técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR). A
andlise dos gendtipos foi possivel apds a reagdo de digestdo com enzimas
especificas para cada gene. Os produtos da digestdo foram visualizados
através da eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5% e coloragdo pelo
Brometo de Etidio. Os resultados revelaram associagdo entre os genotipos
homozigotos dos genes da IL-6 e TNF-a e o risco para desenvolvimento do
LPB (OR 6.89 e 13.04, respectivamente). Nenhuma relagdo foi estabelecida
entre pacientes com LPB e os polimorfismos genéticos dos genes da IL-1B e
IL-10. Os achados demonstram que fatores genéticos associados a producgéo

de citocinas estdo envolvidos no desenvolvimento do LPB.
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1. Introducao

1.1 - Liquen Plano

O liquen plano (LP) é uma doenga mucocutanea crbnica, primeiramente
descrita por Wilson em 1869. E uma condig&o relativamente comum, que afeta a
pele e a mucosa bucal, atingindo entre 0,5 e 1% da populagdo mundial
(BOUQUOT & GORLIN, 1986). Aproximadamente 50% dos pacientes com lesGes

na pele apresentam lesdes bucais (ANDREASEN, 1968).

O liquen plano bucal (LPB) acomete mais freqlientemente as mulheres do
que os homens (SCULLY & EL-KOM, 1985). Essa alteragéo € rara em criangas,
afetando em sua maioria, pacientes entre 40 e 70 anos de idade (KC")VESI &
BANOCSY, 1973; SILVERMAN & GRIFFITH, 1974). O LPB ocorre mais
comumente na mucosa jugal, lingua e gengiva, sendo raras as lesdes no palato

(JUNGELL, 1991; ZEGARELLI, 1993).

Na boca o LP pode ser dividido em seis tipos (anexo E): reticular, erosivo,
papular, em placa, atréfico e bolhoso (destacando-se as duas primeiras). A forma
reticular normalmente n&do causa sintomas e envolve a mucosa jugal posterior
bilateralmente. Outras superficies da mucosa oral podem estar envolvidas ao
mesmo tempo, como o dorso e a porgéo lateral da lingua, a gengiva e o palato. O
LP reticular é assim chamado em funcdo do seu padrdo caracteristico de linhas
brancas entrelagcadas (também denominadas de estrias de Wickham). Estas

lesbes sdo tipicamente ndo-estaticas, aumentando e diminuindo por semanas ou
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meses. O padréo reticular pode n&o ser evidente em alguns locais, como o dorso
da lingua, onde as lesdes se apresentam mais como placas ceratédticas com a
atrofia das papilas. O LP erosivo, embora ndo seja tdo comum quanto a forma
reticular, € mais significativo para o paciente, porque as lesdes normalmente séo
sintomaticas. Clinicamente existem areas atroficas e eritematosas, com ulceragao
central em varios graus. A periferia das regides atréficas € normalmente cercada
por finas estrias radiantes. Se o componente erosivo for grave, podera ocorrer
separacao epitelial que resulta em uma apresentacao relativamente rara de LP
bolhoso; representado por vesiculas ou bolhas que variam de poucos milimetros a
varios centimetros de didmetro, que tendem a se romper facilmente dando origem
a ulceras. O tipo papular caracteriza-se por pequenas papulas puntiformes com
aproximadamente 0,5 mm de tamanho. O LP do tipo placa lembra clinicamente as
leucoplasias, apresentando-se como placas brancas homogéneas que ocorrem
freqUenteménte no dorso da lingua e mucosa jugal. O tipo atréfico caracteriza-se
por uma lesao eritematosa difusa, podendo apresentar estrias em torno da mesma
e ocorrendo mais freqlientemente na gengiva (ANDREASEN, 1968; MALLAOGLU,

2000).

E viavel ressaltar que alguns autores adotam uma classificagéo clinica mais
simplificada. Sendo os tipos placa e papular agrupados juntamente com o reticular
e o tipo bolhoso juntamente com o erosivo. Assim, apenas trés formas clinicas
seriam consideradas: reticular, erosivo e atréfico (SILVERMAN et al., 1985

CHAINANI-WU et al., 2001).



12

As caracteristicas histoldgicas (anexo F) do LPB séo tipicas, porém néo
especificas. Graus varidveis de ortoceratose e paraceratose podem estar
presentes na superficie do epitélio. A degeneragéo ou liquefagdo da camada basal
do epitélio, papilas epiteliais serrilhadas, infiltrado linfocitario e macrofagico em
banda subeptelial sdo caracteristicas marcantes (SCULLY & EL-KOM, 1985;

WALSH et al., 1990b; GREER et al., 1999; LODI et al., 2005).

Embora a etiologia e os mecanismos relacionados a patogénese do LP néo
terem sido completamente elucidados, estudos clinicos e imunohistoquimicos
(REGEZI et al., 1978; WALSH et al., 1990a; PORTER et al., 1997) apontam para
uma desregulagdo imune, envolvendo principalmente a porgéo celular do sistema
imune e uma complexa rede de citocinas (SUGERMAN et al., 2002; SANTORO et
al., 2003). Técnicas de biologia molecular indicam que o infiltrado linfocitario
compreende, principalmente, células T CD3", incluindo Linfécitos T CD4" e CD8,
embora a proporcdo exata desses dois grupos celulares seja variavel de acordo
com a fase da doenga (WALSH et al, 1990a) Os linfocitos CD4" estariam
presentes numa fase inicial e os CD8" seriam recrutados numa fase mais tardia.
No epitélio, a maioria dos linfécitos € CD8", sendo que a maior proporgéo dessas

células se encontra na camada superficial da lamina prépria (JUNGELL, 1990).

Ambos os tipos celulares de linfocitos T, CD4" e CD8", produzem e
respondem a uma série de mediadores inflamatérios e citocinas, que se
relacionam com a retencdo de linfécitos, morte de queratinécitos basais, e até
mesmo com a expressdo das diferentes formas clinicas do LPB (WALSH et al.,

1990a, WALSH et al., 1990D).
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Estudos na literatura indicam que a expressdo simultdnea de RNAm de
citocinas pré e anti-inflamatérias ocorre tanto no LPB, quanto em cultura de
células T provenientes da lesdo. Estes achados refletem um complexo ambiente
intralesional de citocinas que interagem entre si (SIMARK-MATTSSON, 1998;
SIMARK-MATTSSON, 1999).

Estudos in vitro e in vivo demonstram, ainda, que variantes alélicas dos
genes de citocinas estdo relacionadas com uma maior ou menor produgdo das
mesmas (WILSON et al., 1992; TAGORE et al., 1999). Além disso, alguns autores
acreditam que esta variagdo genética pode até mesmo contribuir para
susceptibilidade a doencga e influenciar seu curso clinico (YANG et al., 1996;
EIJNDEN et al., 2003; CARROZZO et al., 2004). Estudos prévios envolvendo LP
(CARROZZO et al., 2004; KRASOWSKA et al., 2005) e diferentes condigoes
inflamatdrias e mediadas pelo sistema imune como doenca periodontal (MOREIRA
et al., 2005), estomatite aftosa recorrente (GUIMARAES et al., 2007), doenga do
enxerto contra o hospedeiro (TAKAHASH et al.,, 2000) e lupus eritematoso
(SCHOTTE et al., 2001) demonstraram uma associagéo entre a expressdo de

variantes genéticas de citocinas e a doenga.

1.2 Citocinas

Citocinas s&o proteinas (geralmente glicoproteinas), de peso molecular
relativamente baixo (8 a 25kD) e, freqlientemente, consistem de uma Unica
cadeia polipepetidica. Sabe-se que as citocinas orquestram a complexa rede de

interagdes celulares que regulam a imunidade humoral, a celular e a resposta de
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fase aguda. Uma pequena concentracdo das mesmas € suficiente para mediar
os passos chaves da resposta imune. Entre eles podemos ressaltar a
apresentacdo de antigenos e a ativagdo, proliferagdo e diferenciagdo de
linfocitos T, B e células da linhagem monocitica. Além disso, as citocinas
regulam processos biologicos importantes como reparo tecidual, fibrose,
morfogénese e inflamagao (MAES et al., 1998).

A nomenclatura das citocinas ja esteve baseada nos tipos celulares que as
produziam; portanto, monocinas, linfocinas e interleucinas eram termos
utilizados para identificarmos produtos de macréfagos, linfocitos e leucocitos,
respectivamente. Algumas citocinas sdo fatores quimiotaticos para certos tipos
celulares [por exemplo: interleucina-8; (IL-8)] e sdo denominadas quimiocinas; ja
outras receberam fungdes bioldgicas, tais como o fator de necrose tumoral
(TNF), o fator de crescimento transformante (TGF) e o fator estimulador de

coldnias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF).

Com o advento das técnicas moleculares, tornou-se claro que a mesma
proteina pode ser sintetizada por linfécitos, mondcitos e por uma variedade de
tipos celulares, incluindo células endoteliais e algumas células epiteliais. Por
isso, o termo genérico citocinas tem sido preferido para designar essa classe de

mediadores (OLLIER, 2004).

Algumas citocinas promovem inflamagdo e s&o chamadas de pro-
inflamatdrias, ao passo que outras, por suprimirem tal atividade, sao chamadas
de anti-inflamatdrias. Interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-

13 (IL-13) sdo potentes ativadoras de LB; entretanto, elas também s&o
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importantes agentes anti-inflamatdrios por possuirem a habilidade de suprimirem
genes das citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina-1 (IL-1), TNF,

interferon-y (IFN-y) e quimiocinas (DINARELLO, 1989).

A secrecdo de citocinas € um evento breve e autolimitado, ndo existindo
como moléculas pré-formadas, e sim necessitando de ativagdo transcricional.
Uma vez sintetizadas, elas sdo rapidamente secretadas. As a¢des das citocinas
sdo, muitas vezes, pleiotropicas, redundantes, sinérgicas e antagbnicas e se
realizam através de ligagdes de alta afinidade a receptores especificos,

localizados nas membranas das células-alvo (OLLIER, 2004).

O pleiotropismo refere-se a habilidade de uma citocina em atuar sobre
diferentes tipos celulares. Essa propriedade permite que tal citocina medeie
diversos efeitos bioldgicos; entretanto, limita o seu uso terapéutico.
Redundancia, por sua vez, significa que multiplas citocinas exercem os mesmos
efeitos funcionais. Entretanto, antagonistas contra uma Unica citocina podem
ndo apresentar conseqiiéncias funcionais em outras citocinas de fungdo
equivalente. Sinergismo explica que uma ou mais citocinas podem desempenhar
efeitos aditivos umas sobre as outras. Antagonismo implica em duas ou mais

citocinas inibirem o efeito uma da outra (OLLIER, 2004).

Diferentes citocinas utilizam vias de sinalizagéo especializadas, tal como a
via Janus Kinases (JAKs)/Sinal Transducers and Activators of Transcription
(STATs). A porgdo citoplasmatica de muitos receptores de citocinas esta

associada aos membros dos receptores de tirosina-quinase da familia das JAKSs.
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Apés a ligagéo, os JAKs tornam-se ativados por fosforilagdo. Uma vez ativados,
eles fosforilam residuos especificos de tirosina nos receptores de citocinas.
Esses residuos servem como porta para a entrada dos fatores de transcrigdo
conhecidos como STATSs. Proteinas STATSs especificas e, até entéo, inativas séo
recrutadas aos receptores das citocinas e, entdo, fosforiladas. Ao mesmo tempo
que sao liberadas do receptor, as STATs dimerizam-se e s8o translocadas para
o nucleo. Nesse local, dimeros de STATs se ligam a seqléncias especificas
proximas aos promotores dos genes induzidos por citocinas, resultando na

inducdo de sua produgéo (WATANABE & ARAI, 1996).

Citocinas possuem efeitos locais e sistémicos, apresentando padrbes de
secrecdo autdcrinos (efeitos sobre a célula de origem), paracrinos (efeitos sobre
as células do microambiente) e enddcrinos (efeitos sobre células distantes)

(OLLIER, 2004).

Duff (1998) mostrou que muitos genes de citocinas abrigam polimorfismos
genéticos e que essas variagdes podem influenciar seus niveis de sintese e
secregao explicando, portanto, as diferengas inter-individuais estaveis existentes

nos seres humanos frente a um estimulo padrao.

1.3 Polimorfismos genéticos e citocinas

Uma complexa rede de citocinas interage de forma dindmica para regular a

resposta imune e outras vias bioldgicas do organismo. Desta forma, ndo é
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surpreendente que uma variagdo no nivel de citocinas tenha sido relacionada com
o processo e a susceptibilidade a doenga. Uma questio fundamental é se esta
variagdo do “pool” de citocinas pode ser considerada a causa primaria da doenca
ou reflete uma mudanca inflamatéria secundaria. Isto pode ser desvendado pela
investigacdo de polimorfismos dos genes de citocinas com o intuito de determinar

se a base genética das citocinas esta associada a doenca (OLLIER, 2004).

Existem duas categorias de variagdo descontinua com base em simples
diferencas alélicas. Em uma populagédo natural, a existéncia de duas ou mais
variantes descontinuas comuns ¢é chamada de polimorfismo. Variantes
excepcionais e raras sdo chamadas mutantes. Assim, o polimorfismo tem sido
conceituado como alteragdes na carga genética dos individuos, nos quais estes
exibem variacdes dentro de um padr&o ainda considerado biologicamente normal
(KORNMAN et al., 1997).

Estas variacdes na sequiéncia do DNA podem ou n&o causar alteragdes na
funcdo do produto protéico (WORMHOUDT et al., 1999; MILLER et al., 2001).
Aqueles que tém efeitos significativamente funcionais sobre o produto génico sao
os tipos mais Uteis nos estudos associados a doengas, ao passo que outros,
localizados fora dos limites do gene, funcionam simplesmente como marcadores

Uteis para estudos genéticos.

Um polimorfismo na regido promotora poderad alterar a proporgéo da
transcricdo. Um polimorfismo localizado nos limites intron/exon pode produzir
proteinas incompletas ou inativas como resultado de um splicing incorreto do

4cido ribonucéico mensageiro (RNAm). Polimorfismos caracterizados por
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completas delegbes génicas eliminam qualquer atividade funcional da enzima,
enquanto polimorfismos que sdo duplicagbes do gene inteiro podem resultar em

elevados niveis de atividade (MILLER et al., 2001).

As técnicas mais usadas para se detectar a ocorréncia de polimorfismos
genéticos envolvem os polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrigdo
(RFLPs), descritos primeiramente por Botstein et al. (1980), e os polimorfismos de

numero variavel de repeticoes em tandem (VNTRs).

Os RFLPs sdo polimorfismos de ponto que criam ou destroem sitios de
restricdo enzima-especificos. Como as enzimas de restricdo tém seqiéncias de
reconhecimento especificas no DNA, as alteragbes da sequéncia do DNA
gendmico acarretam na criagdo ou destruicdo de sitios de clivagem alterando,
desse modo, o tamanho de um ou mais fragmentos de DNA oriundos da ac¢ao da

enzima de restricdo (GRIFFITHS et al., 2002).

Os VNTRs sdo polimorfismos por inser¢do/delecao que consistem numa
série de comprimentos de fragmentos alélicos, relacionados entre si por um
ndmero variavel de seqiiéncias de DNA repetidas em tandem no intervalo entre

dois sitios de restricdo (GRIFFITHS et al., 2002).

Os VNTRs e os RFLPs sdo detectados de forma similar, através da
amplificacdo da regido de interesse pela técnica da PCR e posterior tratamento
com enzimas de restricdo que reconhecem sitios especificos e originam
fragmentos de DNA com comprimentos variados. Enquanto os RFLPs revelam

polimorfismos devido a presenga ou auséncia de um sitio de restrigdo, os VNTRs
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revelam polimorfismos devido a nimeros diferentes de repeticdes situadas entre

dois sitios de restricdo (GRIFFITHS et al., 2002).

Polimorfismos funcionais em genes de citocinas e outros mediadores
inflamatdrios, que podem confirmar diferengas interindividuais na sintese e
secrecao dessas proteinas, tém sido associados a doengas que apresentam uma
patogénese inflamatéria (PARKHILL et al., 2000; CARROZZO et al, 2004,
KRASOWSKA et al., 2005). Portanto, a investigacdo e a caracterizagdo dos
elementos especificos alterados podem proporcionar biomarcadores aplicaveis em
diagndstico e progndstico, estimando o risco em individuos (KORNMAN et al.,

1997).

1.3.1 — Interleucina-18

A IL-1p madura é uma molécula de 17,5kD. A sua atividade bioldgica esta
no efeito sinérgico de duas proteinas pro-inflamatérias agonistas IL-1a e IL-1B,
codificadas pelos respectivos genes IL-1A e IL-B que se encontram arranjados
em cluster, juntamente com o gene /L-1RN, no braco longo do cromossomo 2
humano em uma regido de 430 kilobases (Kb) (NICKLIN et al., 1994; DI

GIOVINE et al., 2000).

As fontes primarias de IL-1B sdo os mondcitos, macréfagos e células
dendriticas. Linfocitos B, células natural killer (NK) e queratindcitos também
produzem essa citocina (DINARELLO, 1989). A IL-1pB est& envolvida na ativagdo

de células endoteliais e conseqliente aumento da expressédo de intercellular
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adhesion molecule-1 (ICAM-1) e selectina-E, proporcionando a migragdo e
recrutamento celulares (FIGUEREDO et al., 1999). Além disso, a IL-1p
apresenta também as fungbes de ativadora de membros da familia mitogen-
activated protein (MAP) kinases, de potente indutora de prostaglandina E2
(PGE2) e de MMPs, assim como da reabsorgdo O&ssea osteoclastica
(DINARELLO, 1989; LANG et al., 2000; WALKER et al., 2000; TAYLOR et al.,
2002). Outros estudos ainda sugerem que essa citocina pode estimular a
liberacdo de outros mediadores pro-inflamatérios, como a IL-8 e TNF-a
(FIGUEREDO et al., 1999). Niveis aumentados de IL-1B tém sido detectados no
fluido crevicular gengival de pacientes com doenga periodontal (FIGUEREDO et
al., 1999) e tem sido estabelecida uma associagao entre a gravidade da doenca
e a produgdo aumentada de IL-1B (KORNMAN et al., 1997). Os efeitos descritos
da IL-1B aumentam a resposta inflamatéria e podem causar a degeneragdo do
ligamento periodontal e osso alveolar na doenga periodontal (FIGUEREDO et

al., 1999).

Recentemente, polimorfismos dentro dos genes desse cluster foram
descritos e algumas dessas variagbes genéticas tém sido associadas a
diferengas nos niveis produzidos de IL-1B e IL-1a (MOLVIG et al., 1988;
ENDRES et al., 1989), levando alguns individuos a apresentarem uma resposta
inflamatéria mais - exacerbada que outros, frente ao mesmo estimulo.
Polimorfismos funcionais no locus —511 e +3954 do gene da IL-1B j& foram
descritos (DI GIOVINE et al., 2000). O polimorfismo funcional mais estudado é o

single nucleotide polymorphism (SNP) que resulta na troca de uma citosina por
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uma timina na posicdo +3954, no exon 5 do gene, e destréi um sitio de restrigéo
para a enzima de restricio Thermus aquatius YT I (Taq /) (POCIOT et al., 1992).
Nesse tipo de polimorfismo, células de individuos homozigotos para o alelo 2 (T)
produzem quatro vezes mais IL-1B e células heterozigotas duas vezes mais do

que células de individuos homozigotos para o alelo 1 (C) (POCIOT et al., 1992).

A resposta inflamatéria que € direcionada em grande parte pela IL-1 ¢,
portanto, geneticamente determinada, com alguns individuos tendo uma
resposta mais exacerbada do que outros quando submetidos a um mesmo
estimulo (LANG et al., 2000). Nos diversos estudos avaliando a presenga do
alelo polimérfico, o mesmo tem sido relacionado com inumeras entidades
patoldgicas, tais como artrite reumatéide, psoriase, doencga periodontal, fibrose
pulmonar, estomatite aftosa recorrente e lipus eritematoso (KORNMAM et al.,

1997: COX et al., 1999; WHYTE et al., 2000; GUIMARAES et al., 2007).
1.3.2 — Interleucina-6

A IL-6 é uma glicoproteina com peso molecular variando de 20 a 30 kD,
dependendo do tipo celular de origem (SEHGAL et al., 1987). E uma citocina
pleiotrépica que funciona em ambas as imunidades inata e adaptativa (VAN

DER POLL & VAN DE VENTER, 1998).

Essa citocina ndo é espontaneamente produzida por células normais
intactas (KUPPER, 1990), sendo que sua sintese e liberag&o requerem estimulo

inflamatério seguido, por exemplo, de ativagéo celular por LPS bacteriano ou por
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citocinas de reabsorcéo 6ssea, tais como IL-1B e TNF-a (KISHIMOTO, 1989;

LITTLEWOOD et al., 1991).

A IL-6 é produzida por muitos tipos celulares, tais como células T e B,
células NK, mondcitos e macréfagos, adipocitos, mastdcitos, células endoteliais,
células da medula Ossea, células endometriais, leiomidcitos, queratindcitos,
células mesangiais, condrocitos, osteoblastos, astrocitos, células da microglia e

células da pituitaria (BAUER & HERMANN, 1991).

Segundo Crowl et al. (1991), a IL-6 possui vérias agbes na imunidade
inata, onde estimula a sintese de proteinas de fase aguda por hepatdcitos,
contribuindo para os efeitos sistémicos da inflamagéo: Resposta de Fase Aguda.
Além disso, ela inibe a produgdo de TNF-a e IL-1 por células sanguineas
mononucleares, através da inducdo de seus receptores antagonistas

(SCHINDLER et al., 1990; TILG et al., 1994).

Na imunidade adaptativa, essa citocina induz ativagéo, proliferagéo e
diferenciacdo de LT, com produgdo de linfécitos T citotdxicos (LTc) e estimula o
crescimento de LB que se diferenciam em plasmocitos, células produtoras de

anticorpos (SCHINDLER et al., 1990).

A IL-6 é produzida localmente no osso, apos estimulada por IL-1 e TNF
(LOWIK et al., 1989) e promove reabsor¢do Ossea tanto sozinha quanto em
sinergismo com esses fatores de reabsorgédo (ISHIMI et al., 1990; FEYEN et al.,
1989). Ela estimula a formagao de osteoclastos a partir de GM-CSF (KURIHARA

et al., 1990) e aumenta o seu numero tanto in vivo, levando a doengas
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sistémicaé. (JORDAN et al., 1995), quanto in vitro (KURIHARA et al., 1990). A IL-
6 tem-se mostrado potente indutora de fosfolipase A2, intermediaria na via final
da produgéo de leucotrienos, PGs, e fator ativador de plaquetas (CROWL et al.,
1991). Entretanto, dados na literatura vém também sugerindo um papel anti-
inflamatério para a IL-6 (SCHINDLER et al., 1990; BALTO et al., 2001). Ela néo
estimula diretamente a producdo de colagenase ou estromielisina, embora
potencialize a produgdo de PGE2 e colagenase, por condrocitos estimulados por

IL-1 e TNF (VAN DE LOO et al., 1997).

Podemos também ressaltar que a IL-6 é deficiente em induzir expressdo
de moléculas de adesdo sobre células endoteliais e suprime o exsudato agudo
de neutréfilos (FATTORI et al., 1994). Ela induz produgéo do receptor
antagonista de IL-1 (IL-1ra) in vivo e in vitro (TILG et al, 1994). Existem
evidéncias de que proteinas de fase aguda, reguladas por IL-6, também
possuem propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras e atuam como
antiproteinases e captadoras de oxigénio (TILG et al., 1997). Tanto IL-1 quanto
TNF-a, mas ndo IL-6, tém sido encontradas como estimuladoras de niveis
constantes de RNAm osteoprotegerina, fator critico para indugéo de
osteoclastogénese por varias linhagens osteoblasticas humanas (SANKATA et

al., 1999).

A IL-6 possui outras mlltiplas atividades bioldgicas, consistentes com
suas atividades pleiotropicas: indugdo da proliferagdo de leiomidcitos dos vasos
sanguineos, promogao do crescimento das células mesangiais, efeito anti-viral,

efeito ionotrépico negativo sobre as células do musculo cardiaco, estimulo da
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megacariopoiese, febre, secrecdo de fator de crescimento para astrocitos,
promogdo do crescimento de queratinocitos e indugdo da secregdo de
corticotropina pelas células da glandula pituitaria (VAN DER POLL & VAN DE

VENTER, 1998).

O gene da /L-6 humana se localiza no cromossomo 7 e polimorfismos em
sua regido promotora podem resultar em variagdes interindividuais no que diz
respeito a sua transcricdo e expressdo. Dentre esses polimorfismos,
encontramos os SNPs -597 (G/A), -572 (G/C) e -174 (G/C) e o polimorfismo da

regiao microssatélite -373 AnTn.

A transcri¢cdo dessa citocina é regulada pelos fatores de transcrigdo fator
nuclear IL-6 (NFIL-6), NFkB, Fos/Jun, CRBP e receptor de glicocorticéide
(TERRY et al., 2000). Ja foi demonstrado que o polimorfismo -174 (G/C) parece
reduzir a transcricdo de IL-6 pelo fato de se localizar préximo ao sitio de ligagao
do receptor para glicocorticéide, um dominio de regulagdo negativa do promotor

capaz de suprimir a transcricao do gene da IL-6 (RAY et al., 1990).

A presencga do alelo guanina (G) pode estar associada a artrite cronica
juvenil precoce sistémica (FISHMAN et al., 1998), artrite reumatéide (HIRANO et
al., 1988) e psoriase (GROSSMAN et al., 1989). O alelo C mostra associa¢do
com riscos reduzidos para a doenga de Alzheimer (PAPASSOTIROPOULOS et

al., 1999).
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1.3.3 — Interleucina-10

IL-10 é uma citocina com peso molecular estimado em 18,647 kD que se
encontra profundamente envolvida na regulagdo das reacdes inflamatorias e
respostas imunes. E uma molécula-chave no que diz respeito a diminuigdo do
potencial patolégico dos processos auto-imunes, através da inibicdo de muitos

eventos da resposta inflamatéria (MOORE et al., 1993).

Ela apresenta efeitos inibitérios sobre a produgdo de citocinas
proinflamatérias (IL-1B e a, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a)) por mondcitos e neutréfilos
e IFN-y por LT, e regula negativamente a expressdo de moléculas ativadoras e
coestimulatérias sobre mondcitos e células dendriticas (MOORE et al., 1993). A
IL-10 também bloqueia a agdo das citocinas proinflamatérias IL-1a. € B por
aumentar a liberacdo de IL-ra solivel (MARIE et al., 1996). A IL-10 possui
atividades de fator de crescimento sobre LB e mastdcitos, e inibe ou aumenta as
atividades de LT, dependendo das condigdes de ativagéo e das subclasses, se

CD4 ou CD8 (MOORE et al., 1993).

IL-10 é produzida por LTs de memdria e naive, clones pertencentes aos
sub-tipos T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2), células NK, LB, linhagens de
células B transformadas pelo virus Epstein-Barr, linfoma de Burkitt, mondcitos,
trofoblastos, células epiteliais bronquiais, e certas células tumorais incluindo

melanomas e carcinomas de varias origens (MOORE et al., 1993).

O gene da IL-10 humana esta localizado no cromossomo 1q e consiste

de cinco exons separados por quatro introns. Varios polimorfismos tém sido
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observados nesse gene, na regido flanqueadora 5. Eles incluem duas areas 6-
11 (CA)n em regides microssatélites, nas posigdes -1109 e -3942, assim como
trés SNP, nas posigdes -1082 (G/A), -819 (C/T) e -592 (C/A) (ESKDALE et al.,
1997; HURME et al., 1998). Tais polimorfismos tém sido relacionados a
produgdo aumentada de IL-10 por mondcitos e células T e também por
pacientes portadores ou sujeitos a desenvolverem lupus eritematoso sistémico,
artrite reumatdide, doenca meningocécica (ESKDALE et al., 1997,
WESTENDORP et al., 1997; MEHRIAN et al., 1998; CRAWLEY et al., 1999) e
pode ser um fator progndstico para rejeicdo seguida de transplante renal

(SANKARAN et al., 1999).
1.3.4 — Fator de necrose tumoral-a

TNF-o € uma citocina de 17kD e € o principal mediador da resposta
inflamatdria aguda a bactérias gram-negativas e outros microrganismos. Ela é
responsavel por muitas das complicagbes sistémicas de varias infecgdes, tais
como septicemia, choque séptico e faléncia multipla dos 6rgéos. Essas reagdes
do hospedeiro estdo associadas a niveis séricos aumentados dessa citocina

(BALKWILL, 2002).

A principal funcgao fisiolégica e local do TNF é estimular o recrutamento
de neutrdfilos e mondcitos aos sitios de infecgdo e ativar essas células a
erradicar microrganismos. Essa citocina também induz a expressdo de
moléculas de adesdo na superficie de células endoteliais, estimula a secregao

de quimiocinas por células endoteliais e macréfagos e produgdo de IL-1 por
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fagdcitos mononucleares. Seus efeitos sistémicos, em quantidades moderadas,
incluem indugdo de febre (pirégeno enddgeno), sintese de proteinas
plasmaticas pelos hepatdcitos (resposta de fase aguda) e caquexia. Ja a
produgéo dessa citocina em grandes quantidades pode resultar em insuficiéncia

cardiaca, trombose intravascular e choque séptico (BALKWILL, 2002).

Os tipos celulares que a produzem incluem, além de mondcitos e
macréfagos, LT, LB, astrocitos, fibroblastos, basdfilos, mastocitos, células NK,
células de kupfer, leiomidcitos, células epidérmicas e alguns tipos de células

tumorais (BALKWILL, 2002).

O gene TNFA esta localizado na regido de classe |ll do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC), no brago curto do cromossomo 6. Nove
polimorfismos ja foram descritos dentro da regido promotora do TNFA, nas
posicdes -1301, -863, -857, -575, -376, -308, -244 e -238, em relacéo ao sitio de

transcricdo (BAYLEY et al., 2001).

O polimorfismo na posigdo -308 (G/A) foi associado a producéo alterada
de TNF-a, estando o alelo 2 (A) associado de seis a sete vezes a maior
atividade transcricional no gene do que a variante (G) (WILSON et al., 1997).
Skoog et al. (1999) também demonstraram um outro polimorfismo funcional na

posicdo -863 (C/A), associado a niveis reduzidos de TNF-a circulante.

O alelo alto produtor (A) do gene TNFA tem sido relacionado a uma série

de doencas; entre elas o LPB (CARROZZO et al., 2004), asma (AOKI et al.,
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2006), lupus eritematoso sistémico (ROOD et al., 2000) e esquizofrenia

(SACCHETTI et al., 2007).



2. Objetivo
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi investigar uma possivel associagéo entre os
polimorfismos genéticos funcionais dos genes da /L-1B +3954 (C/T), IL-6 -174
(GIC), IL-10 -1082 (G/A) e do TNFA -308 (G/A) com o liquen plano bucal em

uma amostra de pacientes brasileiros.
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Oral lichen planus (OLP) is a chronic inflammatory oral
mucosal disease. There are some studies in the literature
demonstrating association between cytokines genes
polymorphisms and susceptibility to develop some im-
mune-mediate conditions. The purpose of this study was
to investigate cytokine gene polymorphisms in a sample
of Brazilian patients with OLP. Fifty-three patients with
OLP (mean age = 43.1 years; range 20-68 years) and 53
healthy volunteers (mean age = 42.9 years; range 21-67)
were genotyped for IL-1b +3954 (C/T), IL-6 -174 (G/C),
IL-10 —1082 (G/A) and TNFA -308 (G/A) gene polymor-
phisms. Statistical analysis was based on the use of logistic
regression (P-values below 0.05 were considered as
significant). IL-6 and TNFA homozygous genotypes were
significantly more often detected in OLP patients. These
genotypes were associated with an increased risk of OLP
development (OR 6.89 and 13.04, respectively). IL-1B and
IL-10 gene polymorphisms were not related to OLP
development. Our findings clearly demonstrate an
association between inheritance of IL-6 and TNFA gene
polymorphisms and OLP occurrence, thus giving addi-
tional support for genetic basis of this disease.

J Oral Pathol Med (2007)

Keywords: oral lichen planus; gene polymorphism; genetic;
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Introduction

Lichen planus (LP) is a chronic inflammatory mucocu-
taneous condition of unknown aetiology. Clinical and
immunohistochemical studies (1-3) strongly support a
role for immune deregulation in the pathogenesis of oral
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lichen planus (OLP), specifically involving the cellular
arm of the immune system and a complex cytokine
network (4, 5). Data from the literature have indicated
the importance of NFxkb-dependent cytokines, IL-1B,
IL-6 and TNF-a, in the exacerbation and perpetuation
of OLP (4, 5). Some authors also believe that IL-10 can
inhibit NFxb activation and that this leads to its anti-
inflammatory effects (6-8). Data from the published
literature indicate that simultaneous expression of
mRNAs for both pro- and anti-inflammatory cytokines
occur in OLP and in cultured T-cell lines from the lesion
reflecting a complex intralesional environment of coun-
teracting cytokines (9, 10).

Studies in vitro and in vivo demonstrated that allelic
variants of cytokine genes were related to either higher
or lower production of cytokines (11, 12) and some
authors believe that this genetic variation can even
contribute to disease’s susceptibility and may influence
its course (13, 14). Previous studies regarding OLP (13,
15) and different inflammatory and immune-mediated
conditions, such as periodontal disease (16), recurrent
aphthous stomatitis (17), graft-versus-host disease (18)
and systemic lupus erythematosus (19) showed an
association between genetic variations in expression of
cytokines and the disease.

Considering that immunological alterations are repor-
ted in OLP pathogenesis and IL-1b, IL-6, IL-10 and regu-
lation (4-8) together with evidence demonstrating that
genetic factors are associated with the disease (13, 14,
20), the purpose of the present study was to investigate a
possible association between functional polymorphisms
related to these cytokines and OLP in a sample of
Brazilian patients.

Methods

Subjects and sample collection

Fifty-three subjects affected by OLP and 53 age and sex-
matched control subjects (Table 1) were included in this
study. The study protocol was approved by the
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Table 1 Summary of the clinical data of oral lichen planus (OLP) and
control patients included in the study

Values
Characteristics Control OLP
Age
Median age years 42 45
Years range 21-67 20-68
Standard deviation 10.6 10.6
Patient gender
Male, n (%) 17 (32.1) 17 (32.1)
Female, n (%) 36 (67.9) 36 (67.9)
Clinical OLP
Reticular n (%) - 44 (83.1)
Erythematous n (%) - 237
Erosive n (%) - 7(13.2)
Sites committed
Unique site, n (%) - 16 (30.2)
Multiple sites, n (%) - 37 (69.8)
Dermatological manifestations
Present n (%) - 6 (11.3)
Absent n (%) - 47 (88.7)
Symptoms
Present n (%) - 7 (13.2)
Absent n (%) - 46 (86.8)

Institutional Ethics Committee, and informed consent
was obtained from the patients. The patients and
controls were recruited from the Oral Diagnosis
Clinic, at the Universidade Federal de Minas Gerais.
Both the experimental and control groups were of the
same geographical area and had identical socio-
economic  status.  Ethnicity was not established,
respecting the hazards of judging Brazilians by colour,
race and geographical origin (21). The diagnosis of OLP
was confirmed histologically. No patient was suspected
to have drug or restoration related  lichenoid
reaction, and no patient showed histological signs
of dysplasia. All patients were asked to inform about
OLPs clinical symptoms, and clinically evaluated for
dermatological involvement. Exclusion criteria for
both groups included the presence of any other
significant local or systemic diseases, excluding dental
caries. No individual in either group presented chronic
periodontitis. Oral mucosa swabs were removed
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once from the subjects’ oral mucosa. The swabs were
performed using sterile plastic tips, and placed immedi-
ately in Eppendorf microtubes containing 500 pul of

Krebs buffer. The pellet was then obtained after 5 min
of centrifugation at 13 000 g and stored at —20°C until

processing.

DNA isolation

DNA extraction was carried out as aforementioned (17).
Initially, 450 pl of lyses buffer [6.0 M GuSCN, 65 mM
Tris-HCl pH 6.4, 25 mM -ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), 1.5% TritonX-100] and 20 pl silica (SiO2;
Sigma S-5631: USB, Cleveland, OH, USA) were added
to the microcentrifuge tube containing the oral mucosa
swab pellet. The tube was mixed and incubated for 10
min at 56°C, centrifuged at 3000 g for 1 min and the
supernatant discharged. The pellet with the DNA
adsorbed in the silica was washed twice with a 450 pl
washing buffer (6.0 M GuSCN, 65 mM Tris—HCl),
twice with 70% ethanol, once with a 450 pl acetone,
and then dried at 56° C for 10 min. Finally, 100 pl of TE
buffer (10 mM Tris—HC] pH 8.0, 1 mM EDTA) was
added and incubated at 56°C for 10 min to elute the
DNA. After incubation the solution was vortexed and
centrifuged at 5000 g for 2 min and approximately 90 pl
of supernatant containing DNA was transferred to a
new tube. The DNA samples were stored at —20°C until

genotyping.

Genotyping

The polymorphisms were assessed by polymerase chain
reaction (PCR) amplification and digestion. The se-
quences of PCR primers are shown in Table 2. The PCR
was carried out in a total volume of 50 pl, containing
approximately 400 ng of DNA, primers (20 pmol/reac-
tion), and 25 ul of Pre-mix buffer (Phoneutria Biotecn-
ologia, Belo Horizonte, Brazil). According to the
manufacturer, the Pre-mix buffer contained 50 mM
KCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.4, 0.1% Triton X-100,
1.5 mM MgCl,, deoxynucleoside triphosphates and 1.25
units of Taq DNA polymerase. The conditions for
amplification consisted of 94°C for 3 min followed by 35
cycles of 94 C for 30 s, 54 C for 35 s and 72 C for 30 s.

Table 2 Primer sequence, reference and restriction enzymes used for each polymorphism

Restriction enzyme

Genes Primers (references) (condition) Genotypes
IL-1B +3954 (CIT) 5’-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3’ Taql® TT -182 + 12 bp
5’-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’ (65°C/4 h) CT -182 +97 + 85 + 12 bp
(42) CC -97 + 85 + 12 bp
IL-6 -174 (GIC) 5’-CAGAAGAACTCAGATGACCTG-3’ hsp9211* CC =229 + 122 + 51 + 29 bp
5’-GTGGGGCTGATTGGAAACC-3’ (37°CI8 h) GC =229 + 173 + 122 + 51 + 29 bp
(44) GG =229 + 173 + 29 bp
IL-10 -1082 (G/A) 5’-CCAAGACAACACTACTAAGGCTCCTTT-3’ Xagl® AA =280 + 97 bp
5’-GCTTCTTATATGCTAGTCAGGTA-3’ (37°C/4 h) GA -280 + 253 + 97 + 27 bp
(45) GG -253 + 97 + 27 bp
TNFA =308 (G/A) 5’-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ NcoI* AA -107 bp

5’-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’
G7

(37°C/2 h) GA -107 + 87 + 20 bp

GG -87 + 20 bp

2Promega, Madison, W1, USA; ®MBI fermentas

J Oral Pathol Med



The run was terminated by final elongation at 72°C for
5 min. In all steps the lid temperature was 103°C. The
products were digested with restriction enzyme accord-
ing to the manufacturer’s protocols (see Table 2). The
visualization of the product was performed in a 6.5%
polyacrylamide gel electrophoresis staining with ethi-
dium bromide (0.5 pg/ml).

Statistical analysis

As suggested in the literature for case-control studies

(22), we performed initially a chi-square test for trend.
The significance of differences in the allele frequencies
between the two groups was assessed by use of an
approximate binomial proportions test as described
before (23, 24).To evaluate the risk of OLP according to
single nucleotide polymorphisms, logistic regression
models were fitted. The associations were expressed by
odd ratios (ORs) and adjusted for age and gender, with
the corresponding 95% ClIs. The genotypes considered
as referents were those associated with less cytokine
production in accordance with the literature. The P-
values << 0.05 were considered significant for both tests.
The logistic regression analysis was assessed, using spss
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA), version 14.0, and the
univariate analysis were performed using BIOSTAT 3.0
software (Optical Digital Optical Technology, Belém,
Brazil).

Results

The distribution of allele frequencies and genotypes of
all polymorphisms in patients with OLP and control are
shown in Tables 3 and 4. The alleles associated with a
higher producer genotype from IL-6 and TNFA poly-
morphisms were significantly more often detected in
OLP subjects (Table 3). A significant increase in the
IL-6 and TNFA homozygous genotypes were observed
in the group with OLP in the univariate analysis
(Table 3). In the multivariate model, adjusted for age
and gender, the IL-6 GG genotype (high producer
genotype) represented a sixfold increased risk (OR 6.89)
when compared to CC+GC genotype (Table 4). The
TNFA ‘AA’ genotype (high producer genotype) was also
associated with an increased risk of OLP development
(OR 13.04) (Table 4). When we analysed the TNFA
genotype combinations, we could also observe a statis-
tically significant increased risk for OLP (Table 4). No
association between number of lesions, dermatological
manifestation or severity of OLP and polymorphisms
was observed (data not shown).

Discussion

The IL-6 gene is mapped to chromosome 7p21-24 and
has an upstream promoter containing 303 bp (25). In
1998, a functional polymorphism in the promoter region
of the IL-6 gene at position —174 (=174 G>C) was
identified (26). Many studies have attempted to connect
IL-6 —=174 GI/C genotype to serum levels. The G>C
substitution was found to decrease protein expression by
reducing promoter activity (26, 27). An overproduction
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Table 3 Distribution of the genotypes and allele frequency in patients
with oral lichen planus (OLP) and control subjects

Polymorphism OLP (n=153) Control (n = 53)
genotype n (%) n (%) P-value
IL-1b +3954(CIT)

CcC 31 (58.5) 31 (58.5)

CT 20 (37.7) 20 (37.7)

TT 02 (03.8) 02 (03.8) 1.0000*
Allele frequency

C 82 (77.4) 82 (77.4)

T 24 (22.6) 24 (22.6) 1.0000®
IL-6 -174 (GIC)

CcC 01 (01.9) 02 (03.8)

GC 08 (15.1) 29 (54.7)

GG 44 (83.0) 22 (41.5) <0.0001*
Allele frequency

C 10 (09.4) 33 (31.1)

G 96 (90.6) 73 (68.9) <0.0001°
1L-10 -1082 (G/A)

AA 20 (37.7) 27 (51.0)

AG 26 (49.1) 15 (28.3)

GG 07 (13.2) 11 (20.7) 0.6913*
Allele frequency

A 66 (62.3) 69 (65.1)

G 40 (37.7) 37 (34.9) 0.6683°
TNFA -308 (G/A)

GG 22 (41.5) 37 (69.8)

AG 22 (41.5) 15 (28.3)

AA 09 (17.0) 01 (01.9) 0.0007*
Allele frequency

A 40 (37.7) 17 (16.0)

G 66 (62.3) 89 (84.0) 0.0004°

A significance level of P = 0.05 was used
2Analysed by chi-square test for trend; Panalysed by binomial
proportions test.

of IL-6 is involved in the pathogenesis of inflammatory
diseases, such as rheumatoid arthritis, Castleman’s
disease, juvenile idiopathic arthritis and Crohn’s disease
(28).

Our results showed that OLP patients had a
significantly ~ higher  frequency of IL-6 -174
polymorphism(G/G) (high producer genotype). This
finding does not confirm published data from
Carrozzo et al. (13). We might speculate that this
disparity might be related to the population
heterogeneity. As increased levels of IL-6 are found in
the serum and saliva of OLP patients (29, 30), our data
support the view that IL-6 may be relevant to OLP
pathogenesis. It is well-known that IL-6 is a pro-
inflammatory cytokine strongly generated in OLP
lesions that has effects on cellular and humoral immu-
nities (29). Its participation on OLP development may
include T-cell growth and differentiation, apoptosis of
keratinocytes from the basal layer and epithelial prolif-
eration, resulting in hyperplasia (29).

TNF-o is a central mediator of acute inflammation
and anti-tumour immunity (31). The gene-encoding
TNF-o (TNFA) is located in the major histocompati-
bility complex class III region of chromosome 6 (32).
Previous studies described three polymorphic regions in
the human TNF-a promoter at —238 (33), =308 (12) and
488 (34) sites, which leads to the substitution of guanine
by adenosine in the uncommon alleles. These alterations
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Table 4 Association between different polymorphic genotypes and risk to oral lichen planus (OLP) using logistic regression analysis
OLP (n=153) Control (n = 53) 95% CI*
Polymorphism n (%) n (%) OR?* Min. Max. P-value
IL-1B +3954 (CIT)
CcC 31 (58.5) 31 (58.5) Referent
CT 20 (37.7) 20 (37.7) 0.94 0.35 2.56 0.909
TT 2 (3.8) 2 (3.8) 1.27 0.13 12.37 0.837
CCHCT against TT 51 (96.2) vs. 2 (3.8) 51 (96.2) vs. 2 (3.8) 1.08 0.12 9.92 0.942
CC against CT+TT 31 (58.5) vs. 22 (41.5) 31 (58.5) vs. 22 (41.5) 1.00 0.45 2.28 0.983
IL-6 -174 (GIC)
CC 1(1.9) 2 (3.8) Referent
GC 8 (15.1) 29 (54.7) 0.61 0.04 8.51 0.712
GG 44 (83.0) 22 (41.5) 3.99 0.31 50.86 0.286
CC+CQG against GG 9 (17) vs. 44 (83) 31 (58.5) vs. 22 (41.5) 6.89 2.67 17.76 0.000
CC against GC+GG 1(1.9) vs. 52 (98.1) 2 (3.8) vs. 51 (96.2) NA - - -
1L-10 —1082 (G/A)
AA 20 (37.7) 27 (51) Referent
AG 26 (49.1) 15 (28.3) 2.21 0.79 6.20 0.133
GG 7 (13.2) 11 (20.7) 0.79 0.22 2.84 0.717
AA+AG against GG 46 (86.8) vs. 7 (13.2) 42 (79.3) vs. 11 (20.7) 0.56 0.17 1.83 0.335
AA against AG+GG 20 (37.7).vs. 33 (62.3) 27 (51) vs. 26 (49) 1.73 0.77 3.88 0.186
TNFA -308 (G/A)
GG 22 (41.5) 37 (69.8) Referent
GA 22 (41.5) 15 (28.3) 2.51 0.92 6.85 0.073
AA 9(17) 1(1.9) 13.04 1.29 13137 0.029
GG+GA against AA 44 (83) vs. 9 (17) 52 (98.1) vs. 1 (1.9) 9.41 1.03 85.85 0.047
GG against GA+AA 22 (41.5) vs. 31 (58.5) 37 (69.8) vs. 16 (30.2) 3.27 1.45 7.34 0.004

A significance level of P = 0.05 was used.
ClI, confidence interval; NA, not applicable.
2Adjusted for gender and age.

that can regulate gene expression have been associated
with inflammatory and malignant conditions (35). Data
from literature demonstrate that the allele at —308A is
associated with high TNF-a production (36, 37). Our
results demonstrated that OLP patients had a
significantly higher frequency of TNFA-308 poly-
morphism (A/A), which is associated with a higher
cytokine production (38, 39). Krasowska et al. (15) did
not find any correlation between TNFA genotype
distribution, allele frequency and LP. On the other
hand, our findings are in accordance with Carrozzo
et al. (13), who observed that —308A TNF-a, allele was
more frequent in OLP patients. Significantly, other
studies indicated a high level of TNF-a protein in
involved oral mucosa (40), in the serum (41) and in the
oral fluids of OLP patients (42). Carrozzo et al. (13) also
observed that OLP patients with skin involvement
presented the —308 TNFA G/A genotype with signifi-
cantly higher percentage (82%) than patients with
exclusive oral lesions (30%), suggesting that the simul-
taneous presence of cutaneous lesions could be caused
by higher TNF-o production. The low number of
individuals with dermatological manifestations in out
study made this association difficult to be demonstrated.
Taken together, all these data support the idea that
TNF-a plays a key regulatory role in the initiation and
progression of OLP. Our results also confirmed that
IL-1p and IL-10 gene polymorphisms are not related to
OLP development (13).

IL-1B, IL-6, IL-8 and TNF-o are NFxf3 dependent
cytokines which play an important role on OLP

J Oral Pathol Med

pathogenesis (4, 5). The treatment of OLP with dexa-
methasone reduces these pro-inflammatory cytokine
levels in saliva (43). The effect of this treatment over
individuals with distinct cytokines genotypes seems to be
an interesting target for further studies.

There is an important limitation to the present study
that should be considered. As our nvestigation was
restricted to a genetic analysis, no speculation could be
performed about the functional relations between
cytokines, such as ynergistic effects. In conclusion, our
findings clearly demonstrate an association between
inheritance of IL-6 and TNFA gene polymorphisms and
OLP occurrence, thus giving additional support for
genetic basis of this disease.
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4. Consideracoes finais

Na literatura ha uma série de estudos que relacionam de alguma forma o
gendtipo do individuo a uma determinada doenga (PARKHILL et al., 2000;
CARROZZO et al., 2004; MOREIRA et al., 2005; KRASOWSKA et al., 2005,
GUIMARAES et al., 2007). O LPB ¢é uma alteragdo auto-imune cuja etiologia néo é
estabelecida. Na literatura encontramos relagées entre a etiologia do LPB e
alteracbes emocionais (ROJO-MORENO et al., 1998, CHAUDHARY, 2004
IVANOVSKI et al., 2005). Entretanto, ndo ha um consenso sobre esta relagdo
(ALLEN et al., 1986, PERDIGAO et al., 2007). Estudos recentes procuraram
enfocar a influéncia de fatores genéticos sobre a ocorréncia desta doenga
(EIUNDEN et al., 2003; CARROZZO et al., 2004; KRASOWSKA et al., 2005;
BERMEJO-FENOLL & LOPEZ-JORNET, 2006; PERDIGAO et al., 2007). Ha, em
suma, uma tendéncia em considerar o LPB como uma alteragdo decorrente de
uma desregulagdo imune, englobando principalmente o componente celular do
sistema imune e uma complexa rede de citocinas (SIMARK-MATTSSON, 1998;
SIMARK-MATTSSON, 1999; SUGERMAN et al., 2002; SANTORO et al., 2003,
SANTORO et al., 2005).

Estudos envolvendo técnicas de biologia molecular possibilitaram a
caracterizagdo do infiltrado inflamatério presente no LPB. Os tipos celulares
presentes, principalmente linfcitos T CD4" e CD8", produzem e respondem a
uma série de mediadores inflamatérios e citocinas. (JUNGELL, 1990; WALSH et
al., 1990a; WALSH et al, 1990b; SIMARK-MATTSSON, 1998; SIMARK-

MATTSSON, 1999).
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Tendo por base que as citocinas sdo importantes coadjuvantes do
mecanismo para o desenvolvimento do LPB, a investigacdo de polimorfismos
funcionais em genes que codificam essas citocinas € muito importante.

Os polimorfismos investigados neste estudo sédo do tipo SNP, caracterizado
pela troca de uma Unica base nitrogenada. Tendo em vista os polimorfismos
estudados, IL-1B +3954 (C/T) - anexo A, IL-6 -174 (G/C) - anexo B, IL-10 -1082
(G/A) - anexo C e TNFA -308 (G/A) - anexo D, essa modificagdo na estrutura
génica é responsavel por uma alteragdo funcional na transcrigdo da citocina.
Neste trabalho investigamos a associagdo entre os polimorfismos acima citados e
o LPB através da técnica de PCR.

A pratica de se testar o equilibrio de Hardy-Weinberg com a proposta de se
identificar erros de genotipagem nao foi adotada neste estudo, pois o que se tem
em principio ao testar este equilibrio seria a selegdo aleatdria de amostra,
auséncia de selecdo de acordo com o gendtipo e auséncia de mutagédo ou
migragdo, sendo que todas estas situagdes sao condi¢des raras em populagdes
humanas. O mais apropriado seria considerar, a priori, que desvios da equagao de
Hardy-Weinberg existem, devendo-se apenas realizar o teste qui-quadrado
ajustado. Ainda segundo Zou & Donner (2006), a realizagéo da equagao de Hardy-
Weinberg seguida pelo qui-quadrado ajustado pode gerar confusé@o e resultados
falso-positivos.

Inicialmente, através de uma analise estatistica univariada, nossos
resultados demonstraram que os alelos associados com uma produgéo

aumentada tanto da IL-6, quanto do TNF-a, foram mais frequentemente
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detectados em individuos com LPB. Em seguida, a analise multivariada revelou
um risco aumentado para os individuos que apresentaram os gendtipos alto
produtores tanto da /L-6, quanto do TNFA (OR 6,89 e 13.04, respectivamente) em
desenvolver LPB. E viavel salientar que as andlises estatisticas realizadas néo
revelaram resultados estatisticamente significativos tanto para o gene da /L-1B,
quanto para o gene da /L-10.

Krasowska et al. (2005) nado observaram nenhuma relagdo entre a
distribuicdo genotipica, frequéncia alélica e pacientes com LP quando analisaram
o polimorfismo TNFA -308 (G/A). Por outro lado, a relagéo entre este polimorfismo
e o LPB ja foi previamente estabelecida por Carrozzo et al. (2004). Estes autores,
entretanto ndo constataram nenhuma associa¢do entre o polimorfismo /L-6 -174
(GIC) e o LPB. Além disso, assim como no presente estudo, Carrozzo et al. (2004)
ndo relataram resultados estatisticamente significativos envolvendo  0s
polimorfismos IL-1B +3954 (C/T) e IL-10 -1082 (G/A).

E conveniente ressaltar que outros estudos, com metodologias diferentes,
confirmaram um alto nivel de TNF-a no soro, na saliva e na mucosa de pacientes
envolvidos com LPB (KARAGOUNI et al., 1994; PEZELJ-RIBARIC et al., 2004).
Em conjunto, todos os dados expostos sobre o TNF-a corroboram com a idéia de
que esta citocina desempenha um papel regulatério chave tanto na iniciagao
quanto na progressao do LPB. |

Os resultados envolvendo o polimorfismo IL-6 -174 (G/C) permitem a
especulagdo de que os achados séo coerentes com o quadro de pacientes com

LPB. Isto porque trabalhos distintos revelaram altos niveis desta citocina no soro e



42

na saliva de pacientes com LPB (GU et al., 2004; RHODUS et al., 2005). Gu et al.
(2004) acreditam ainda que, no LPB, esta citocina é responséavel pelo crescimento
e diferenciacdo de células T, apoptose de queratindcitos da camada basal e
proliferacao epitelial, resultando em hiperplasia.

Uma importante limitagdo deste trabalho deve ser considerada. Como a
investigacéo realizada restringiu-se a analise genética, nenhuma concluséo pode
ser estabelecida sobre as relagbes funcionais entre as citocinas; como por
exemplo os efeitos sinergéticos. Apesar desta limitagdo, os polimorfismos s&o
candidatos para investigagdes de susceptibilidade genética e podem se tornar
marcadores para a identificagdo de populagdes susceptiveis e/ou contribuir para o

conhecimento da patogénese dos processos estudados.
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5. Conclusodes

Os polimorfismos IL-6 -174 (G/C) e TNFA -308 (G/A) estdo associados

com a presencga do LPB.
Os polimorfismos IL-1B +3954 (C/T) e IL-10 -1082 (G/A) nao se

associam com o desenvolvimento do LPB.
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Anexo A

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5%, referente as reagbes de digestéo
dos produtos de PCR para detecgado do polimorfismo (C/T), locus +3954, no gene
IL1B. Observa-se a banda de 182pb referente ao paciente com gendtipo TT
(canaleta 1); as bandas de 97pb + 85pb, referentes ao paciente com genétipo CC
(canaleta 2); as bandas 182pb + 97pb + 85pb, referentes ao paciente com
gendtipo CT (canaleta 3) e a banda de 194pb referente ao produto de PCR. Na

canaleta 5 encontra-se o padrdo de peso molecular.
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Anexo B

229pb =

122D ey

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5%, referente as reagbes de digestao
dos produtos de PCR para detecgédo do polimorfismo (G/C), locus -174, no gene
IL6. Observam-se as bandas de 229pb + 122pb, referentes ao paciente com
genotipo CC (canaleta 1); as bandas de 229pb + 173pb, referentes aos pacientes
com genétipo GG (canaletas 2 e 4); e as bandas de 229pb + 173pb + 122pb,
referentes ao paciente com genoétipo GC (canaleta 3). Na canaleta 5 ha o padrao

de peso molecular.
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Anexo C

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5% referente as reagdes de digestdo dos
produtos de PCR para detecgao do polimorfismo (G/A), locus -1082, no gene IL10.
Observam-se as bandas de 280pb + 253pb + 97pb, referentes ao paciente com
gendtipo GA (canaleta 3); as bandas de 253pb + 97pb, referentes ao paciente com
gendtipo GG (canaleta 4); e as bandas de 280pb + 97pb, referentes ao paciente
com gendtipo AA (canaleta 5). Na canaleta 1 encontra-se o padrdo de peso
molecular. Na canaleta 2 podemos observar o controle negativo (produto de PCR

sem a enzima de restri¢édo).
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Anexo D

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5%, referente as digestdes dos produtos
de PCR para detecgdo do polimorfismo (G/A), lécus -308 no gene TNFA.
Podemos observar as bandas de 107 pb + 87pb, referentes ao paciente com
gendtipo GA (canaleta 1); a banda de 87pb, referente ao paciente com gendtipo
GG (canaleta 2); e.a banda de 107pb referente ao paciente com genétipo AA

(canaleta 3). Na canaleta 4 encontra-se o padrao de peso molecular.



70

Apresentagdes clinicas do Liquen Plano Bucal. A figura 1 ilustra o LP Reticular, a

2 0 LP em Placa, a 3 o LP papular, a 4 o LP Erosivo, a 5 o LP Atréficoe a6 o LP

bolhoso.



Anexo F

Aspecto histoldgico do Liquen Plano Bucal.
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