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RESUMO

O Liquen Plano bucal (LPB) é uma doenca crbnica de grande relevancia
clinica. Apesar de sua etiologia ndo ser bem compreendida, acredita-se que 0s
linfécitos T estdo envolvidos na sua patogénese. Identificar os mecanismos
epigenéticos envolvidos na patogénese do LPB é fundamental para o entendimento da
reacao inflamatdria que ocorre nesta doenca. O objetivo deste estudo foi comparar os
niveis de metilacdo da regido promotora de genes relacionados a resposta imune nas
diferentes formas clinicas do LPB comparados a mucosa normal. Os pacientes
incluidos na pesquisa foram divididos em trés grupos: liquen plano reticular/em placa e
liquen plano erosivo. Para o grupo controle utilizou-se amostra de mucosa normal
coletada em pacientes submetidos a exodontias de dentes inclusos. Para avaliagdo do
perfil de metilagdo foi realizada extragdo do DNA das amostras e, em seguida, as
mesmas foram agrupadas em 3 pools referentes aos seus respectivos grupos. Foram
avaliados os niveis de metilacdo de genes relacionados ao desenvolvimento da
resposta inflamatéria. Os pools foram submetidos a digestdo por enzimas sensivel e
dependente da metilacdo. As amostras digeridas foram submetidas a reacdo uma
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) e através dos valores
brutos de ACT, obteve-se a porcentagem relativa de DNA metilado para cada gene
em cada grupo. O percentual de metilacdo encontrado na regido promotora do
STAT5A na mucosa bucal normal (59,05%) foi 0 que apresentou maior discrepancia
quando comparado ao LPB reticular/em placa e erosivo (5,43% e 2,76%,
respectivamente). O gene ELANE foi o que apresentou maior discrepancia no perfil de
metilagcdo quando comparadas as formas clinicas reticular/em placa (72,16%) com
erosiva (50,0%). Estes dados sugerem que a metilagdo de genes relacionados a
resposta imune podem estar envolvidos na patogénese do LPB, podendo modular a

expressao clinica da doenca.

Palavras-chave: Liquen Plano, Liquen Plano bucal, Metilagdo, Epigenética,

Inflamacéo



ABSTRACT

The oral Lichen Planus is a chronic disease of great clinical relevance. Although
its etiology is not well understood, data suggests that its inflammatory events are
mediated by T lymphocytes. Identifying the epigenetic mechanisms involved in the
pathogenesis of oral Lichen Planus is essential to understanding the inflammatory
reaction that occurs in the disease. Therefore, this work evaluated the methylation
profile in different clinical forms of oral Lichen Planus. The patients included in the
study were divided into three groups: reticular/ plaque lichen planus and erosive lichen
planus. For the control group, a sample of normal mucosa was collected in patients
submitted to extraction of included teeth. In order to evaluate the methylation profile,
the DNA was extracted from the samples and then they were grouped into 3 pools
referring to their respective groups. The levels of methylation of genes related to the
development of the inflammatory response were evaluated. The pools were digested
by methylation-sensitive and methylation-dependent enzymes. The digested samples
were submitted to a real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) and through the
ACT values, the relative percentage of methylated DNA for each gene in each group
was obtained. The percentage of methylation found in the STAT5A promoter region in
the normal mucosa (59.05%) showed the greatest discrepancy when compared to
reticular/plaque and erosive oral Lichen Planus (5.43% and 2.76%, respectively). When
comparing reticular/plaque lichen planus with erosive, the gene ELANE presented
hypermethylation in the promoter region of the gene in the reticular/plague Lichen
Planus (72.16%) compared to the erosive form (50.00%). Based on the results it is
possible to conclude that methylation of the genes responsible for inflammation in oral
Lichen Planus differs with the normal mucosa and among the clinical types of the

disease.

Key-words: Oral Lichen Planus, Lichen Planus, Methylation, Epigenetics,

Inflammation
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1 Introducéao

O liquen plano (LP) é uma doenca mucocutanea imuno-inflamatéria
cronica (Axell and Rundquist, 1987; Lodi et al., 2005) que pode afetar pele,
mucosas, couro cabeludo e unhas (Axell and Rundquist, 1987; Lodi et al.,
2005; Rodrigues-Nuiies, et al., 2001; Malarkodi and Sathasivasubramanian,
2015). O LP acomete cerca de 0,5 a 2% da populagdo (Bouquot and
Gunndloch, 1986; Axell and Rundquist, 1987; Schlosser, 2010) e é considerado
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) uma doenca potencialmente
maligna (El-Naggar et al., 2017, p112-115, Schlosser, 2010; Wahrnakulasuriya,
Johnson and Van der Waal, 2007).

O liguen plano bucal (LPB) é conhecido pelo aspecto classico de lesdes
brancas reticulares, com atrofia da mucosa e erosdes (Maehara T et al., 2015),
porém, a apresentacdo das lesdes pode variar em seis diferentes formas
clinicas: reticular, em placa, papular, erosiva, atréfica e bolhosa (Scully and
Porter, 1997). Os eventos envolvidos na etiopatogénese da doenca sao
complexos, porém, evidéncias mostram que fatores genéticos e ambientais
podem influenciar na desregulacdo do sistema imune (Scully et al., 1998;
Ismail, Kumar and Zain, 2007).

Estudos recentes tém buscado correlacionar eventos epigenéticos a
diversos processos autoimunes comuns na pratica clinica (Vivek, Wei and
Huan, 2011). A epigenética € a area da biologia que conecta fatores ambientais
com os padrbes de expressdo génica em células (Bird, 2007; Berger et al.,
2009). A regulacdo da expressdo génica por meio da epigenética inclui

alteracdes hereditarias e reversiveis do DNA (Chuang and Jones, 2007).
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A metilacdo € um mecanismo epigenético que atua através da inibicdo
efetiva da transcricdo génica devido a adicdo de um grupo metil na posi¢cao 5’
do anel de citosina (Baylin et al., 2005). Existem na literatura poucos estudos
gue se propuseram a analisar o papel da metilacdo na etiopatogénese do LPB
(Morandi et al., 2015, Bediaga et al., 2014 and Dang et al., 2013), porém, sua
importancia na etiologia de outros processos inflamatérios como lesdes
periapicais inflamatérias (Campos et al., 2015), lGpus eritematoso sistémico e
doenca de Addison (Cribbs et al. 2015, Bjanesoy et al., 2014) é relatada.

A hipotese deste trabalho € que a resposta imuno-inflamatéria no LPB é
regulada através da metilacdo de genes envolvidos na inflamacédo. Para isso
formam avaliados os perfis de metilacdo em 22 areas promotoras de genes que

participam da resposta imune nas diferentes formas clinicas de LPB.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Liquen plano

O liguen plano (LP) € uma doenca inflamatéria mucocutanea croénica,
descrita pela primeira vez pelo médico britanico Erasmus Wilson, em 1869
(Malakordi and Sathasivassubramanian, 2015). Clinicamente, o LP cutaneo
apresenta-se como papulas pruriginosas, de coloracdo purpura, podendo haver
estrias esbranquicadas, as chamadas “estrias de Wickham”. Pacientes
acometidos pelo LP cutaneo, frequentemente, exibem lesbes em mucosa
bucal, porém esta concomitancia nem sempre acontece (Vazquez-Lopez, et al.,
2007; Parashar, 2011). As lesbes bucais sdo muito frequentes e, na maioria

das vezes, apenas a cavidade bucal é afetada (Bagan et al. 1992).

2.2 Liguen plano bucal

O LP pode ter diversas manifestacdes na cavidade bucal (Rodrigues-
Nufiez, et al., 2001). Na literatura, existem seis classifica¢des clinicas descritas
para o LPB: reticular, papular, em placa, bolhoso, atréfico e erosivo (Eisen,
2002). Essas varias expressdoes clinicas da doenca podem ocorrer
simultaneamente podendo a forma predominante ser modificada (Silvermand
and Bahl, 1997).

A forma reticular é a mais comum e geralmente é assintomatica.
(Derossi and Ciarrocca, 2005). As lesbes consistem em estrias brancas
hipergqueratoticas, que se dispdem em forma de uma rede (estrias de Wickham)
(Schlosser, 2010). Sendo assintoméatico, o LPB reticular é frequentemente

descoberto durante exame bucal de rotina (Schlosser, 2010).



15

A forma erosiva é a segunda mais prevalente e geralmente suas lesdes
apresentam sintomatologia dolorosa. Muitas vezes as lesGes estdo associadas
a gengivite descamativa (Scully and Porter, 1997). Clinicamente apresenta-se
como area central eritematosa, atrofica ou erosiva. Pode estar associada a
estrias de Wickham (Grossman, 2005) e os sintomas podem incluir dor, edema,
disfagia e sangramento (Derossi and Ciarrocca, 2005; Eisen, 2002).

A forma atrdfica é caracterizada por atrofia de mucosa associada a
ulceracdo. As lesbes podem ser sangrantes ao toque e apresentar areas
descamativas e sintomatologia dolorosa (Bagan et al., 1992).

O LPB em placa caracteriza-se clinicamente por placas brancas
hiperqueratoticas e assintomaticas. Acomete qualquer regido da cavidade
bucal, especialmente o dorso de lingua, podendo causar atrofia das papilas
linguais. Pode ocorrer também no palato e na mucosa jugal (Schlosser et al.,
2010).

A forma papular do LPB apresenta-se como papulas multiplas ou Unicas
de aspecto hiperceratético que podem acometer qualquer regido da mucosa
bucal (Grossman, 2005).

O LPB bolhoso é a forma clinica mais grave e também a mais rara.
Apresenta componente erosivo mais severo que pode levar a separacao de
epitélio do conjuntivo (Grossman, 2005).

As formas clinicas geralmente ndo ocorrem isoladamente, sendo que
duas ou mais formas clinica podem acontecer simultaneamente, como mostra
a figura 1. Existem evidéncias de que a forma clinica do LPB esté relacionada a
severidade da reacédo inflamatoria linfocitaria na camada basal do epitélio da

mucosa. Quando a reacdo é branda ha estimulo da atividade epitelial,



16

resultando em estriacdes ou placas brancas. A atividade dos linfécitos mais

intensa pode resultar em ulceracao ou atrofia do epitélio (Grossman, 2005).

Ll 8
Figura 1(a-b): Lesbes de Liquen Plano bucal em mucosa jugal, lado direito (a), borda lateral de
lingua e assoalho bucal (b) mostrando areas estriadas (estrias de Wickham) associadas a eritema

de mucosa.

A prevaléncia do LPB ainda ndo € bem conhecida, visto que os estudos
epidemiologicos sdo prejudicados pela falta de critérios diagnésticos,
apresentacao clinica variada, além do fato de a forma mais comum da doenca
ser assintomatica e, portanto, subdiagnosticada (Schlosser, 2010). A idade de
diagndéstico mais prevalente varia entre a 42 e 72 décadas de vida (Eisen, 2002)
e pacientes do sexo feminino sédo mais acometidos, sendo que entre 63% e
70% dos pacientes diagnosticados com LPB s&o mulheres (Silverman and
Bahl, 1997).

O diagnéstico definitivo é feito conjugando-se aspectos clinicos e
histopatolégicos. E importante que haja comunicacdo entre o clinico e o
patologista. Ocasionalmente o exame de imunofluorescéncia pode ser

necessario e, em longo prazo, deve-se observar comportamento e progressao
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da doenca, ndo s6 para fins de tratamento, mas também para conferir o
diagnostico inicial de LPB (Cheng et al., 2016).

O aspecto histopatolégico mostra degeneracdo balonizante da camada
basal do epitélio além de infiltracdo de linfocitos T e macréfagos dispostos em
banda na faixa subepitelial (Derossi and Ciarrocca, 2005). A figura 2 mostra
corte histoloégico de Liquen Plano bucal apresentando acantose, liquefacdo

degenerativa da camada basal e infiltrado inflamatoério na porcao superficial do

tecido conjuntivo composto predominantemente por linfocitos.

Ny
4

- . 2 A~ 'u';‘k. S .S‘.&A‘q " ~’ - ~ ‘ N" %

Figura 2: Corte histoldgico corado por Hematoxilina e Eosina de Liquen Plano bucal mostrando
acantose, liquefagdo degenerativa da camada basal e infiltrado inflamatério na camada
superficial do tecido conjuntivo predominantemente composto de linfocitos (aumento de 400x).

SO ha indicacdo de tratamento quando ha presenca de sintomatologia

dolorosa (geralmente, apenas nas formas atrofica, bolhosa e erosiva). Os
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pacientes respondem bem ao tratamento com corticosteroides topicos ou

sistémicos (Schlosser, 2010).

2.2.1 Aresposta imune celular no liquen plano bucal

Estudos sugerem que o LPB é uma doenca autoimune mediada por
células T (Sugerman et al., 2000). Nas lesdes iniciais, ha predominancia de
linfocitos T CD4", porém, em lesdes mais avancadas, as células T CD8"
predominam. ISso ocorre porgue nos primeiros estagios da doenca ha
reconhecimento ou apresentacdo de antigenos e ativacao linfocitaria (funcéo
das células T CD4") (De Panfilis, et al. 1983; Lu et al., 2014).

A presenca de infiltrado de células T CD4" auxiliares (Th) proporcionam
aumento da expressdo de moléculas de adesdo e de secrecdo de citocinas
(Sugerman, Savage and Seymour, 1994). Portanto, h4 um aumento local nos
niveis de citocinas inflamatérias além de alteracées na expressédo de moléculas
responsaveis pela adeséao celular (Buechner, 1984).

A medida que as lesdes vdo se agravando, ocorre dano aos
queratindcitos pela ativacdo dos linfocitos T CD8" (De Panfilis, et al. 1983). As
células T CD8" ativadas podem liberar quimiocinas que atraem outros linfécitos
e outras células imunes, o que contribui para progressdo da resposta
inflamatoria (Yamamote and Osaki, 1995). Estudos anteriores identificaram em
lesbes de LPB grande variedade de moléculas proé-inflamatérias que sao
sintetizadas e secretadas pelo infiltrado de ambas as células T (Th e CD8" e
alteracdo em queratindcitos (Yamamoto and Osaki, 1995). Isso indica que o
desenvolvimento das lesGes de LPB é fortemente associado a producdo e

ativacao de moléculas inflamatorias. (Lu et al., 2014).
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As células T auxiliares (Th) 1 e 2 s&o subdivisbes das células T
(Pouralibaba, et al., 2013). Uma regula a funcdo da outra através da producéo
de citocinas com papéis antagonistas, determinando assim as caracteristicas
da resposta imune (Rengarajan, Szabo and Glimcher, 2000; Gor Do, Rose and
Greenspan, 2003). Sabe-se que as que as células T auxiliares 1 (Thl)
secretam citocinas como interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (Rengarajan, Szabo and Glimcher, 2000), Interleucina-2 (IL-2), TNF-,
IFN-y e interleucina-1 beta (IL-1p), (Rhodus and Ondrey, 2007), que regulam a
resposta imune celular e atuam principalmente no inicio e progressdo da
inflamacéo. Essas citocinas desencadeiam danos aos queratinécitos, fazem
ativacdo de citocinas quimiotaticas bem como facilitam a sua migracdo os
tecidos (Sugermann, et al., 2002; Sugermann, et al., 1996).

As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 IL-13 (Rengarajan, Szabo
and Glimcher, 2000) e IL-6 (Rhodus, Rose and Ondrey, 2007) e participam da
resposta imune humoral (regulacdo e producédo de anticorpos) suprimindo a
resposta imune celular (Liu et al.2014; Gor Do, Rose and Greenspan, 2003;
Rengarajan, Szabo and Glimcher, 2000; Hagiwara, et al. 1995). Estudos
mostram que a diminuicdo do namero de IL-10 em células produtoras de
sangue periférico em pacientes com LPB podem indicar uma incapacidade do
sistema imunolégico para inibir o processo citotoOxico nessas lesdes
(Sugermann et al. 1992).

Existem ainda as células Th17, uma terceira subdivisdo da familia das
células Th. Apresentam fungcdo de controlar as respostas imunes e
inflamatorias através da secrecao de algumas citocinas, como as interleucinas-

17A (IL-17A) e 17F (IL-17F) que apresentam efeitos pré-inflamatérios em uma
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ampla variedade de células, incluindo macréfagos, células endoteliais, e
fibroblastos e contribuem para a progresséao do LP (Shibata, et al., 2008).

Por fim, existe uma subclasse de células auxiliares denominadas Th22
que produzem a interleucina-22 (IL-22). Recentemente, foi apontado
envolvimento da IL-22 na patogénese de doencas auto-imunes e inflamatérias
como psoriase, lUpus eritematoso e artrite reumatoéide (Tian, Yu and Ma, 2013).
Estudos pilotos recentes mostraram o aumento da expressdo de IL-22 em
lesbes LP, 0 que sugere a atuacdo dessa citocina na patogénese da doenca

(Chen, et al. 2013).

2.3 O papel da epigenética na regulacdo da expressao génica

Inicialmente, o termo “epigenética” foi usado para definir alguns
mecanismos causais que relacionavam as informacdes genéticas contidas no
organismo com o ambiente. Recentemente, a definicdo de epigenética passou
a incluir tanto as alteracdes hereditarias independentes do DNA que interferem
na expressao génica, quanto as alteracdes na transcricAo que ndo sao
necessariamente hereditarias (Cribbs et al., 2015).

O risco de desenvolver doencas autoimunes depende tanto de fatores
genéticos quanto ambientais. Os mecanismos epigenéticos tém capacidade de
regular a expressao génica e traduzir estimulos ambientais em modificacdes
estaveis no genoma (Leoni et al., 2015).

2.3.1 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA é um mecanismo epigenético que acontece

frequentemente no processo de regulacdo de alguns genes (Bjanesoy et al.
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2014). E caracterizada pela adicdo do grupo metil na posicdo 5' do anel
citosina e é mediada por enzimas DNA metiltransferase (DNMT) (Leoni et al.,
2015). Apos a metilagcao, os fatores de transcricao ficam impedidos de atuar no
promotor do gene. Desta forma, a transcricdo € efetivamente inibida (Baylin,
2005).

Embora alguns genes que controlam as funcdes imunolédgicas sejam
conhecidos por serem regulados pela metilacdo do DNA, a compreensao sobre
o impacto das modificacdes epigenéticas na regulacdo das células T ainda é
limitado (Leoni et al., 2015). Estudos revelam que a hipermetilacdo de regides
promotoras causam silenciamento do gene, enquanto a hipometilacdo

intragénica leva a ativacdo do gene (Hon et al., 2012).

2.3.2 A metilagdo naregulagcéo da resposta inflamatéria

Ja foi proposto na literatura que a expressdo de alguns mediadores
inflamatorios sé@o regulados pela metilacdo (Ehrlich et al., 1982). Campos et al.
(2013) constataram um perfil de metilacdo do gene INFG alterado em cistos
radiculares e granulomas periapicais. Em outro trabalho realizado em 2015,
Campos et al., afirmaram que o gene FOXP3 se apresenta hipermetilado em
lesbes periapicais comparado com foliculos pericoronarios.

O padrao de metilacdo do DNA também tem se mostrado alterado em
muitas doencas autoimunes (Lu, 2013; Selmi et al., 2012). Em 2015, Renauer
Et al. verificaram um padrédo de metilacdo diferenciado para distintas formas
clinicas de lupus eritematoso sistémico. Para pacientes com historico de rash

malar foi encontrado um padrdo hipometilado para MIR886 e TRIM69 e
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hipermetilado para o RNF39. Para pacientes com historico de rash discoide foi
encontrado perfil hipometilado para o gene RHOJ (gene relacionado ao cito-
esqueleto) (Renauer et al., 2015). Em um estudo realizado em 2014 por
Bjanesoy et al. sugeriram um papel regulador da metilagdo no curso da doenca
de Addison autoimune através da idenficagcdo de mdltiplas regides promotoras
de genes hipometiladas em células T CD4" isoladas de pacientes portadores
da doenca. Por fim, Cribs Feldmann e Oppermann (2015) avaliaram, em uma
revisdo de literatura, estudaram alteracdes no perfil de metilacdo em pacientes
portadores de artrite reumatodide e, constataram que a metilacdo do gene
promotor da IL-6 € um dos principais mecanismos que interferem no curso da
doenca.

Ainda néo é possivel determinar 0 momento em que a metilagdo ocorre
ou se isso é consequéncia da doenca, do tratamento médico e se realmente

interfere no curso dos processos autoimunes (Bjanesoy et al., 2014).
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3. CONSIDERACOES INICIAIS

O liquen plano bucal € uma doenga dermatolégica crénica comum que
frequentemente acomete a mucosa bucal (Scully and EI-Kom, 1985; Liu, et al.
2014). E de consideravel relevancia clinica devido a sua incidéncia
relativamente alta (Pouralibaba, et al. 2013). Sua etiologia ainda nao é
completamente compreendida (Liu et al., 2014; Chen, et al., 2013), portanto,
identificar os mecanismos epigenéticos envolvidos na patogénese do LPB é
fundamental para o entendimento dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na
doenca.

Este trabalho visa elucidar o papel da metilacdo na etiopatogenia da
resposta imuno-inflamatéria da doenca. Com isso vislumbra-se que terapias
moleculares poderado, futuramente, ter grande impacto no manejo clinico do

paciente com a doenga.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

- Avaliar o perfil de metilacdo das diferentes formas clinicas de liquen plano
bucal;

4.2 Objetivos especificos

- Comparar o perfil de metilagdo dos genes BCL10, BCL3, HMOX1, IL12A,
TRAF6, MALT1, SOD 1, MAP3K7, TRAF 2, STAT5A, INHA, INHBA, GATAS,
IRF1, SMADS, IDF2BP2, ELA2, LTB, MYD88, NOD1 e TLR2, TRAF entre as
diferentes formas clinicas de LPB e mucosa normal;

- Comparar o perfil de metilagcdo dos genes BCL10, BCL3, HMOX1, IL12A,
TRAF6, MALT1, SOD 1, MAP3K7, TRAF 2, STAT5A, INHA, INHBA, GATAS,
IRF1, SMAD3, IDF2BP2, ELA2, LTB, MYD88, NOD1 e TLR2, TRAF no LPB

reticular/em placa com erosivo.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo e aprovado pelo
Colegiado de Pd4s-Graduacdo da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais e do Hospital Metropolitano Odilon
Behrens (CAAE: 57753916.3.0000.5149), obedecendo ao exigido pela
legislacdo brasileira, conforme as resolu¢cdes CNS n° 466/12 e 304/00 do
Conselho Nacional de Saude, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos.

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre o0s objetivos da pesquisa,
concordaram em participar e assinaram o0 termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) (ANEXOS A e B) por livre e espontanea vontade.

5.2 Critérios de elegibilidade

Para os grupos caso (LPB) foram selecionados pacientes com
diagnéstico clinico de LPB atendidos na Clinica de Semiologia e Patologia
Bucal — UFMG e no servigco de estomatologia do Hospital Metropolitano Odilon
Behrens (HMOB), em Belo Horizonte. Em todos os casos houve necessidade
de realizacéo de biopsia incisional da lesdo com finalidade diagnoéstica.

Para o grupo controle foram selecionados pacientes saudaveis, sem
diagnostico de neoplasias de origem epitelial, alteracfes infecciosas ou
inflamatoérias submetidos a cirurgia para exodontia de terceiros molares

inclusos na clinica de cirurgia da Faculdade de Odontologia da UFMG (FO-
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UFMG) e que foram submetidos a remocao de mucosa dentro das indicacdes

de procedimentos cirurgicos dessa natureza.

5.3 Critérios de excluséo

Foram eliminados deste trabalho todos os pacientes que se recusaram a
assinar o TCLE.

Foram excluidos pacientes que relataram desordens neoplasicas,
infecciosas ou imunoinflamatorias diagnosticadas na cavidade bucal (com
excecdo do liquen plano) ou que estiveram em tratamento com qualquer tipo

de anti-inflamatério nos ultimos 3 meses antes do momento da bidpsia.

5.4 Coleta e armazenamento das amostras

Os pacientes recrutados responderam a um questionario (ANEXO C)
cuja finalidade foi o estadiamento clinico da doenca e obtencdo de dados
acerca das condicdes sistémicas dos mesmos. Em seguida, foram divididos em
3 grupos: Grupo caso (1): pacientes com a forma clinica reticular e/ou em placa
do LPB (2): pacientes com a forma clinica erosiva do LPB; E grupo controle (3):
fragmento de mucosa normal de pacientes saudaveis submetidos a exodontia.

Os pacientes com LPB que apresentaram mais de uma forma clinica de
LPB foram classificados de acordo com o tipo de lesdo que acometeu a area
biopsiada.

Os tecidos, logo apds serem biopsiados, foram divididos em dois
fragmentos: O primeiro foi acondicionado em formaldeido a 10% e enviado
para processamento de rotina e confirmacédo do diagnéstico. O outro fragmento

foi armazenado em solucdo de RNA Later® (Thermo Fisher Scientific,
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Wilmington, EUA) durante 24 horas e, logo apds, mantido congelado a -80°C
em nitrogénio liquido até o momento da realizacdo dos experimentos. Para os
pacientes do grupo controle, todo tecido coletado foi armazenado em RNA
Later® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA) durante 24 horas e mantido
congelado a -80° em nitrogénio liquido até o momento do processamento.

As amostras s6 foram processadas apos confirmacao histopatologica de
diagnostico feita por patologista bucal (RSG) seguindo critérios da OMS e da

Academia Americana de Patologia Oral e Maxilo-facial (Cheng et al., 2016).

5.5 Analise da metilagdo do DNA

5.5.1 Extracdo de DNA

Para a analise da metilacdo do DNA, foi realizada extracdo do DNA
gendmico (gDNA) das amostras de tecido fresco previamente coletadas e
congeladas utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden,
Germany). A digestédo do tecido foi feita com a enzima proteinase K (Qiagen,

Hilden, Germany), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

A quantificacdo do DNA foi feita em 1 microlitro (uL) de amostra no
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). A integridade do

DNA foi avaliada através de PCR convencional em gel de poliacrilamida.
5.5.2 Metilagdo do DNA e reacédo de gRT-PCR

As amostras foram divididas em pool 1): 06 amostras de LPB reticular,

em placa, 2): 05 amostras de LPB erosivo e 3) 05 amostras de mucosa normal,
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de acordo com os critérios ja descritos no item 5.4. A concentracao final de

gDNA foi de 1 pg/pool, conforme proposto pelo fabricante.

Apoés preparo dos pools foi feita avaliacdo da metilacdo dos genes
BCL10, BCL3, HMOX1, IL12A, TRAF6, MALT1, SOD 1, MAP3K7, TRAF 2,
STAT5A, INHA, INHBA, GATAS3, IRF1, SMAD3, IDF2BP2, ELA2, LTB, MYDS8S,
NOD1 e TLR2, TRAF em cada pool utilizando o kit Epitec ® Methyl Il Signature
Human Cytokine Production PCR Array (EAHS 541Z-1, SABiosciences,
Qiagen, Valencia, CA). Embora o FOXP3 fizesse parte do kit, optou-se por néo
avaliar o perfil de metilacdo da regido promotora deste gene, uma vez que o
gene esta localizado no cromossomo X e, para este tipo de analise seria

necessario categorizar opor sexo 0s pacientes incluidos em cada pool.

Tabela 1: Composi¢do do kit Epitect Methyl Il Signature Human Cytokine Production PCR
Array

Funcéo Gene

Regulacéo da fungéo de células T BCL10, BCL3,, HMOX1, IL12 A, MALT1, MAP3K?7,
SOD1, STAT5A, TRAF2, TRAF6

Regulacéo da fungdo de células B BCL10, BCL3, INHA, INHBA, STAT5A
Regulagéo da transcrigdo BCL10, BCL3, GATA3, IRF1, SMAD3, STAT5A
Regulacéo da traducéo BCL3, IGF2BP2

Resposta ao estimulo intracellular e BCL10, BCL3, ELA2, GATA3, HMOX1, IL12A, INHA,
ambiental INHBA, LTB, MALT1, MYD88,

NOD1, SMADS3, SOD1, STAT5A, TLR

Sinalizagdo molecular e producdo de BCL10, BCL3, HMOX1, INHA, INHBA, LTB, MALT1,
citocinas MAP3K7, MYD88, NOD1, SMAD3, SOD1, STAT5A,
TLR2, TRAF2, TRAF6

Fonte: Biogen, 2015

Os pools foram aliquotados em quatro por¢cdes iguais: a primeira sem
enzima; a segunda submetida a digestdo por enzima sensivel a metilacéo

(MSRE); a terceira porcao foi submetida a digestdo por enzima dependente da
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metilacdo (MDRE); e a ultima submetida a dupla digestdo (MSRE e MDRE),
conforme proposto pelo fabricante. Apos as reacfes enzimaticas, foi feita
adicdo de gPCR master mix (SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA) e
pipetagem das amostras em placa contendo 96 pocos pré-aliquotados com

primers correspondentes aos genes supracitados.

A placa foi submetida a uma reacdo em cadeia da polimerase da
transcricdo reversa em tempo real (QRT-PCR), utilizando ciclos com condicdes
especificas de temperatura. A analise de dados foi realizada utilizando-se uma
matriz especifica para PCR EpiTect Methyl Il especifica baseada no Microsoft
Excel (disponivel em www.sabiosciences.com/dna_methylation_data_analysis.
php), de acordo com instru¢cdes do fabricante. O modelo do Excel normaliza
os valores de cycle threshold (Ct) das amostras digeridas para calcular a

porcentagem de gDNA metilado e ndo metilado



6 RESULTADOS
6.1 AVALIACAO DO PERFIL DE METILACAO

A Tabela 2 mostra os principais dados clinicos dos pacientes incluidos

no estudo.

Tabela 2: Dados clinicos dos pacientes incluidos na analise de metilagéo génica

Paciente Apresentacdo  Sexo Idade Localizac&o

clinica

(anos)

01 Reticular Masculino 63 mucosa jugal
02 Reticular Feminino 64 mucosa jugal
03 Reticular Feminino 20 mucosa jugal
04 Reticular Feminino 55 mucosa jugal
05 Em placa Feminino 53 mucosa jugal
06 Reticular Feminino 55 fundo de vestibulo
07 Erosivo Feminino 60 mucosa jugal
08 Erosivo Masculino 62 mucosa labial superior
09 Erosivo Feminino 47 mucosa jugal
10 Erosivo Feminino 60 mucosa jugal
11 Erosivo Masculino 73 mucosa jugal
12 Mucosa normal Feminino 24 Gengiva inserida (dente 11)
13 Mucosa normal Feminino 46 Rebordo alveolar

14 Mucosa normal  Masculino 14 Gengiva inserida (dente 36)
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15 Mucosa normal  Feminino 37 Gengiva inserida

16 Mucosa normal  Masculino 45 Mucosa alveolar vestibular

Os niveis de metilacédo da regido promotora dos 22 genes relacionados a
resposta imune nos grupos de LPB e mucosa bucal normal estdo apresentados

na Figura 3.
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Mucosa Normal
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Figura 3: Niveis de metilacdo nos pools de liquen plano bucal (LPB) reticular/em
placa, LPB erosivo e mucosa bucal normal. Nota-se que STAT5A mostrou menores taxas de
metilacdo nos pools de LPB e comparado ao grupo controle.

Os genes com os niveis de metilacdo mais discrepantes entre 0s grupos

estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3: Niveis de DNA metilado na regido promotora dos genes ELANE e STAT5A

LPB Reticular/ em placa LPB erosivo Mucosa normal
GENE NM(%) M (%) NM (%) M (%) NM (%) M (%)
STAT5A 94,57 5,43 97,24 2,76 40,95 59,05
ELANE 27,84 72,16 50,00 50,00 23,68 76,32

LPB: Liquen Plano Bucal; NM: Nao metilado; M: metilado.

O percentual de metilacdo da regido promotora do STAT5A na mucosa
bucal normal (59,05%) apresentou valores discrepantes comparado ao LPB
reticular/em placa e erosivo (5,43% e 2,76%, respectivamente). Por outro lado,
ao compararmos LPB reticular/em placa com LPB erosivo, encontrou-se
hipermetilagdo da regido promotora do ELANE no LPB reticular/em placa

(72,16%) em relac&o ao LPB erosivo (50,00%).
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7 Discusséao

O desenvolvimento de doencas imunomediadas depende tanto de
fatores genéticos quanto ambientais. Os mecanismos que participam da
regulacdo génica através da traducéo de modificacdes causadas pelo ambiente
em alteracdes estaveis no genoma sao chamados de epigenéticos (Leoni et al.,
2015). Embora a metilacdo do DNA seja um dos mecanismos epigenéticos
mais bem elucidados e mecanisticamente entendidos (Smith e Meissner,
2013), ha uma escassez de dados no que se refere ao perfil de metilacdo do
DNA em lesdes de LPB.

Estudos prévios encontraram perfil hipermetilado das regifes
promotoras do micro-RNA 137 (miR-137) (Morandi et al., 2015, Dang et al.,
2013) e do gene P-16 (Dang et al., 2013) em LPB comparado a mucosa
normal. Tanto o P-16 quanto o miR-137 sédo conhecidos por participarem do
processo de carcinogénese em carcinomas de células escamosas bucal
atuando na supressao de tumor (Demokan et al., 2012) e no controle do ciclo
celular (Kozaki et al., 2008), respectivamente. Outro estudo avaliou os niveis de
metilacdo das regides promotoras de genes relevantes para carcinogénese em
lesdes liquendides, incluindo o LPB e nédo foi encontrada diferenca do perfil de
metilacdo comparado a mucosa normal (Bediaga et al., 2014). Portanto, ainda
ndo ha na literatura estudos que propuseram a investigacdo do papel da
metilagdo em genes envolvidos na resposta imunoinflamatéria do LPB. Este
trabalho trata-se de um estudo transversal que analisou os padrdoes de
metilacdo do DNA em regibes promotoras de 21 genes relacionados a resposta

imune nas diferentes formas clinicas de LPB.
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Neste estudo, inicialmente foram comparados os niveis de metilacdo nas
diferentes formas clinicas de LPB com a mucosa bucal normal. Entre os 21
genes analisados, o STAT5A apresentou o perfil mais discrepante no LPB em
relacdo a mucosa normal. Os pools de LPB, incluindo as formas reticular/em
placa e erosiva, apresentaram um estado hipometilado predominante (5,4% e
2,7%, respectivamente) em relacdo a mucosa normal (59,0%).

O STAT5A é um fator de transcricdo membro da familia STAT. E ativado
por uma variedade de citocinas e horménios e desempenha um papel essencial
no desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) (Rochman et al., 2009).
Estudos anteriores sugeriram o papel da metilagdo do STAT5A em processos
inflamatoérios, como doencas alérgicas das vias aéreas (Stefanowicz et al.,
2012), porém, ainda ndo existem na literatura dados que remetem a
participacdo deste gene nos processos inflamatoérios do LP. Este trabalho trata-
se de estudo piloto que investiga a hipétese de que a modulacdo epigenética
deste gene poderia ser relevante para o desenvolvimento da doenca. Estudos
adicionais sao necessarios para confirmar ou refutar este pressuposto.

A regido promotora do gene ELANE mostrou perfil de metilagdo mais
diferenciado quando comparados os tipos clinicos de LPB entre si. Este gene é
responsavel pela producdo da proteina elastase neutrofilica que participa da
propagacdo da inflamacao neutrofilica através da aceleracdo da producédo de
citocinas pro-inflamatorias (Griffin et al., 2014). Como n&o ha dados disponiveis
sobre a expressdo ELANE no LPB, este é um alvo atraente para estudos
futuros.

A primeira evidéncia que sugeriu a participagdo da metilacdo na

autoimunidade foi publicada em 1986 (Richardson, 1986 e Richardson et al.,
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1986). Estes autores investigaram o efeito do inibidor da DNA metiltransferase
5-azacytidina na inducdo de sintomas associados a autoimunidade. Um
genoma globalmente hipometilado € observado em pacientes diagnosticados
com doencgas autoimunes, como lupus eritematoso sistémico (Liu et al., 2011) e
doenca de Addison autoimune (Bjanesoy et al.,, 2014). Considerando que as
doencas autoimunes sdo complexas e apresentam desafios especificos aos
pesquisadores que procuram definir sua etiologia e explicam a progressao
(Yang et al.,, 2010), varios mecanismos envolvidos na patogénese dessas
doencas podem servir como alvos em terapéutica, como inibidores de DNA-
metiltransferases aplicados em modelos animais e em ensaios clinicos (Zhang
and Zhang, 2015) Portanto, a metilacdo génica pode ser considerada
importante mecanismo de regulacdo da expressdo génica e estudos futuros
podem ser impactantes no manejo de pacientes com LPB.

Este estudo sugere que o estado de metilacdo das regiGes promotoras
de genes que participam da resposta imunologica do LPB difere com a mucosa
normal e entre os tipos clinico da doenca. Embora ndo seja possivel
estabelecer uma relacdo causa-efeito entre a metilagdo dos genes com sua
expressdo na doenca, nossos resultados mostram dados promissores que

precisam ser investigados.
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8 Conclusao

o O gene STAT5A apresentou estado hipometilado nas diferentes formas
clinicas do LPB quando comparados a mucosa normal. Estudos adicionais,
como avaliacdo da expressdo deste gene, sdo necessarios para validagado
deste dado.

o O gene ELANE apresentou maior discrepancia nos niveis de metilacéo
quando comparadas entre si as formas clinicas da doenca. Para validacéo

deste resultado sao necessarios estudos adicionas
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdo dos eventos
epigenéticos na patogénese do liquen plano bucal”. O liquen plano é uma doenca que
acontece na pele e na cavidade bucal de adultos e pode causar dor e ardéncia na boca. Nesta
doenga, 0 seu organismo ndo reconhece algumas de suas células e tenta destrui-las. Dessa
forma, o liquen plano precisa ser melhor estudado para o entendimento dos mecanismos que
levam a formacdo da doenca. Este projeto de pesquisa tem como objetivo estudar algumas
substancias relacionadas a estas reacdes imunoldgicas, que podem levar ao aparecimento das
lesGes do liquen plano. O diagnéstico do Liquen Plano é dado por meio de uma biépsia, na
qual um fragmento da lesé@o bucal seré retirado, sob anestesia local, e mandado para analise
histopatolégica em laboratério de patologia bucal.

O diagnostico do liguen plano bucal é feito por meio de bidpsia da lesdo. Caso vocé
concorde em participar deste estudo, sera coletado um fragmento do tecido que serd removido
durante a bidpsia. Portanto, caso vocé concorde em participar desta pesquisa, correra o risco
de sofrer complicagBes trans e pds operatérias. Estas complicacbes incluem dor, edema e
infeccdes, porém, o procedimento cirdrgico faz parte do seu pano de tratamento e ocorrera
independente desta pesquisa. Nao sera removido nenhum fragmento de mucosa bucal além do
necessario para a realizagdo da biopsia.

A qualquer momento da pesquisa vocé podera esclarecer suas dividas ou retirar o
consentimento, havendo continuidade normal do seu tratamento. O seu tratamento sera
realizado normalmente mesmo que haja recusa em assinar esse termo.

A amostra obtida serd utilizada para a finalidade do projeto e ser4 descartada apds o
estudo. Sua identidade e seus dados pessoais ndo serdo revelados em nenhum momento do
estudo.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Declaro que li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas dividas foram respondidas satisfatoriamente. Permito a utilizagao
dos dados e resultados da pesquisa para divulgacéo e ensino, respeitando sempre meu direito
de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Recebi uma via deste
documento e a outra via ficou em porte do pesquisador.

Local: Data: I

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DO RESPONSAVEL

DOCUMENTO APRESENTADO: N.o:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Aline Fernanda Cruz. Telefone: (31) 35409-2477

Emails: rsgomez@ufmag.br / alinecruzz16@gmail.com

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL ASSINATURA DO PESQUISADOR AUXILIAR
Em caso de dlvidas quanto ao seu direito na pesquisa vocé podera consultar o COEP (Comité de Etica

em Pesquisa): Av. Antonio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005
Campus Pampulha Belo Horizonte, MG, Brasil. 31270-901. Email: coep@prpg.ufmg.br / Tel: 31
3409-4592.
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ANEXO B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Destinado ao grupo
controle)

Vocé estda sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdo dos eventos
epigenéticos na patogénese do liquen plano bucal”. O liqguen plano é uma doenca que
acontece na pele e na cavidade bucal de adultos e pode causar dor e ardéncia na boca. Nesta
doenca, o organismo nao reconhece algumas de suas células e tenta destrui-las. Este projeto
de pesquisa tem como objetivo estudar algumas substancias relacionadas a estas reacfes
imunologicas, que podem levar ao aparecimento das les6es do liquen plano.

Vocé sera submetido a exodontia. Este procedimento inclui uma etapa de acerto na
gengiva, que ocorre ap6s a remogao do dente. Nesta etapa, para uma melhor cicatrizagdo,ha
remocdo de fragmentos de gengiva que estdo irregulares. Estes fragmentos seriam
descartados, porém, caso vocé concorde em participar deste estudo, iremos coletar este
fragmento que servira de controle em andlises laboratoriais e seus resultados serdo
comparados aos resultados de amostras de lesdes de liquen plano. Portanto, caso vocé
concorde em participar desta pesquisa, correra o risco de sofrer complicagbes trans e poés
operatérias. Estas complica¢gfes incluem dor, edema e infecgdes, porém, o procedimento
cirdrgico faz parte do seu pano de tratamento e ocorrera independente desta pesquisa. Nao
sera removido nenhum fragmento de mucosa bucal além do necessério para a realizagdo do
acerto gengival.

A qualquer momento da pesquisa vocé podera esclarecer suas duvidas ou retirar o
consentimento, havendo continuidade normal do seu tratamento. O seu tratamento sera
realizado normalmente mesmo que haja recusa em assinar esse termo.

A amostra obtida sera utilizada para a finalidade do projeto e sera descartada apds o
estudo. Sua identidade e seus dados pessoais ndo serdo revelados em nenhum momento do
estudo.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Declaro que li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas satisfatoriamente. Permito a utilizacao
dos dados e resultados da pesquisa para divulgacéo e ensino, respeitando sempre meu direito
de né&o ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Recebi uma via deste
documento e a outra via ficou em porte do pesquisador.

Local: Data: I

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DO RESPONSAVEL

DOCUMENTO APRESENTADO: N.o:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Aline Fernanda Cruz. Telefone: (31) 35409-2477

Emails: rsgomez@ufmag.br / alinecruzz16@gmail.com

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL ASSINATURA DO PESQUISADOR AUXILIAR
Em caso de dlvidas quanto ao seu direito na pesquisa vocé podera consultar o Comité de Eticaem
Pesquisa: Av. Antonio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005 Campus
Pampulha Belo Horizonte, MG, Brasil. 31270-901. Email: coep@prpg.ufmg.br/Tel: 31 3409-
4592.
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ANEXO C
FICHA CLINICA

Dados Pessoais
Cadigo:
Paciente n.c Data: Sexo:

Idade: Data de nascimento:

Endereco:

Telefone:

Doenca: Diagndstico clinico: Variante clinica:

Tempo da doenca:

Regime medicamentoso: Paciente faz ou ja fez uso de medicacdo de uso continuo?

oSim 1 oNao f Quais?
Historia Médica: AlteracOes sistémicas:
Alergia a algum medicamento: oSim T oNao 7
Qual?

Fumante? oSimioNao Etilista? oSimio

ManifestacGes clinicas bucais: Localizacdo: oMucosa jugal | oLingua | olLabio

bPalato oGengiva oOutros

N°. sitios envolvidos: o102 o3 o4 o>4 Sintomas: oAusente { oPresente
Aspecto clinico: oEstrias brancas oEritema oUlcera oPlacas brancas

Tamanho da lesdo (em mm):

Manifestacfes clinicas sistémicas: Lesdo pele: oDAusente | oPresente |

Localizagéo:

Sintomatologia dolorosa: oAusente { oPresente |
Historia familial: Historia de algum tipo de doenga ou em algum familiar (qual doenga

e qual o grau de parentesco dos familiares?) e tratamento:




