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RESUMO

Introducdo: O Liquen Plano Bucal (LPB) é uma doenca inflaniatéronica. Estudos
confirmaram associacdo entre LPB e Virus da Hep&it(VHC). A avaliacdo das
Regides Organizadoras Nucleolares (NORs) em lediiesmis reflete o indice
proliferativo celular.Objetivo: O presente trabalho se dividiu em trés estudos: no
primeiro realizou-se revisao de literatura sobtag@ entre LPB e VHC; no segundo,
realizou-se estudo clinico longitudinal de pacient®B+ ou VHC+ para verificar
relacdo dessas doencas. No terceiro, avaliou-seoldemcéo celular do LPB de
pacientes sem VHC pelo método AgNOR, comparando-@a anucosa bucal de
pacientes VHC+, tratados ou ndo com interferoavitina.Materiais e Métodos:No
primeiro artigo, foram coletadas da literatura infacdes sobre o papel do LPB como
marcador da infeccdo pelo VHC. No segundo, 51 ptese- 33 VHC+ [GRUPO
VHC+] e 18 com LPB confirmado [GRUPO LPB+] - forasiinicamente avaliados em
trés momentos (0, 6 e 12 meses). No terceiro,zmake estudo transversal para
investigar a mucosa bucal de 4 grupos: 20 paci&ftts+ sem sinais clinicos de LPB
(10 nunca tratados para VHC — GRUPO 1 — e 10 smhntrento com interferon e
ribavirina — GRUPO 2); 15 pacientes com LPB reacutem VHC — GRUPO 3, e 15
sem infec¢do por VHC ou LPB (GRUPO 4 — Controletkitdlogia esfoliativa realizada
para cada grupo foi impregnada pelo método AgNQjrida da contagem das NORs
em 100 nucleos celulares por pacieesultados: A literatura reporta controveérsias
na relacédo LPB x VHC. No segundo artigo, dentr@®%pacientes VHC+, apenas um
foi LPB+ (p < 0,05). Idade, sexo, doencas sistémicas e fasnatibzados pelos
pacientes ndo mostraram influéncia na ocorrénciaR ou infeccdo por VHCp(>
0,05). A mucosa dos pacientes VHC+ tratados comdéos anti-VHC apresentou
maior numero de NORs por nuclgp € 0,05). Conclusdes:Apesar de um paciente
VHC+ ter apresentado LPB, mais estudos devem sdizados para esclarecer a
relacéo entre LPB e VHC. O tratamento anti-VHC pedtar relacionado ao aumento
da proliferacdo celular bucal, indicando uma padsiglacédo entre LPB e pacientes

VHC+ tratados com interferon e ribavirina.

Palavras-chave: Hepatite C; Liquen Plano; Mucosa Bucal; Nucléololu@e

Proliferacédo Celular.



1. INTRODUCAO

A relacédo entre a infeccédo pelo Virus da Hepatite/BC) e o Liquen Plano
Bucal (LPB) persiste num assunto de controvergaessa associacao for verdadeira, o
LPB pode ser utilizado como um sinal indicativoinieccdo pelo VHC em pacientes
assintomaticos, bem como para o diagnostico emeate precoce desta doencga, com
possibilidade de um prognaostico melhor (CHAINANI-VéUal, 2004).

O primeiro estudo indicando associacdo entre dsenganicas do figado e
liquen plano foi publicado por Reboeha al. (1978). ApOs a descricdo do genoma do
VHC em 1989, e quando as sorologias para o virdsrearam disponiveis, em 1990,
estudos clinicos tem reportado a coexisténcia geatite C cronica e Liquen Plano, em
especial o LPB (CHAINANI-WU et al, 2004; GROSSMANNet al, 2007,
GROSSMAN et al, 2009; BERMEJO-FENOLLet al, 2010; BIRKENFELDet al,
2010; VACHIRAMON et al, 2010). No entanto, essa relacdo ainda permanece
indefinida (CHAINANI-WU et al, 2004; RANDAZZO et al, 2005; CARROZZO,
2008), uma vez que tanto o LPB quanto a infecca@ovptiC podem ocorrer de forma
concomitante e sem relacdo causal em pacientesdami@ de 50 anos ou mais (LODI
et al, 2004). A influéncia da localizacdo geograficaltém deve ser considerada, uma
vez que a associacao entre VHC e LPB parece sdp mprevalente no Japao, nos
Estados Unidos da Ameérica e na regido sul da Eu(@FdRROZZO e THORPE,
2009).

Pilli et al. (2002) afirmam existir, em lesdes de LPB, céldlague respondem
especificamente ao VHC. Os autores reportam queaessado e a deteccdo de RNA do
VHC no LPB sugerem fortemente a existéncia de mtapeelular T associada com a

infeccdo pelo VHC na patogénese do LPB.



A terapia antiviral para a Hepatite C também tedo sesponsavel por varios
efeitos sobre lesbes de LPB. Strumeiaal. (1993) relataram que o interferon pode
induzir a migracdo de células T para a pele de@ddsua capacidade de estimular
queratinécitos a produzirem interleucina-2. Parek8mnet al. (1999), a ribavirina é
responsavel por aumentar o risco de reacfes advauntaneas liquendides, tendo sido
envolvida na melhora ou exacerbacdo do LPB. Nonemté&chlesingeet al. (1997)
reportam que pouca atencao tem sido dada ao efgitovel do interferon, associado ou
nao com a ribavirina, sobre a patogénese do LPB.

Apesar da quantidade de estudos clinicos realizadogorno da associacao
entre LPB e VHC, ndo ha até o momento dados sohtwidade proliferativa celular
da mucosa bucal em portadores das duas enfermjdadgse poderia indicar uma
possivel relacdo entre as mesmas.

Segundo Anastassova-Kristeva (1977), as Regideantzagoras Nucleolares
(do inglés —Nucleolar Organizer RegionsNORS) séo estruturas que estao presentes
no interior do nucléolo das células em interfage® cromossomos acrocéntricos dos
pares 13, 14, 15, 21 e 22 nas células humanasvesdali As NORs séao fitas de DNA
ribossomal (rDNA) transcrevendo ativamente RNA sdmmal (rRNA), que,
juntamente com proteinas, formardo os ribossomesNARs ativas sdo associadas
com proteinas acidicas, argirofilicas ndo hist@nicme sdo visualizadas pelo uso de
uma técnica de coloragdo a base de prata: a tédeiceoloracdo das regides de
organizacao nucleolar (AgNOR).

Tem sido demonstrado que um namero aumentado desNBt4 associado a
uma maior agressividade das enfermidades (DE CAdRldl, 2008; SILVA et al,
2011), uma vez que o numero médio de NORs por aéchaaior em lesdes malignas e

cancerizaveis quando comparadas com lesdes beni@@asO, 1991; SILVA
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FONSECA e CARMO, 2001; SOUSAt al, 2009; WARMAKULASURIYA e
JOHNSON, 1993; XIE, 1997).

Silva Fonseca e Carmo (2001) avaliaram, por meimédtmdo AgNOR, grupos
de portadores de LPB, de queratose bucal e comsaumacal normal. Segundo os
autores, o numero de NORs dos queratinGcitos fgnifstativamente maior nos
pacientes com LPB quando comparado aos demaissgrupo

Sousaet al. (2009), utilizando-se do método AgNOR, comparamamivel de
atividade proliferativa celular do LPB, da disptaspitelial e do carcinoma de células
escamosas bucal. O niumero médio de NORs por nfailestatisticamente menor no
LPB, quando comparado as outras enfermidades.

Conforme visto anteriormente, diversos estudosaglicado o método AgNOR
nos queratindcitos, sugerindo que a andlise qasimtitdas NORs em tais células pode
ser util em estimar a atividade proliferativa dasemtas. Tendo em vista que a
impregnacdo tecidual pela prata ja consiste nuroaicd® bem delineada para os
gueratindcitos e que tais células estdo diretamamtelvidas no mecanismo do LPB,
justifica-se a utilizagdo da metodologia AQNOR mesgnte estudo.

Face as informagfes apresentadas, este estudeidie @m trés artigos. No
primeiro, jA publicado, realizou-se uma reviséolitlratura enfocando informacdes
sobre o LPB, o VHC e acerca da relagdo entre as dnfermidades. No segundo,
procurou-se, através da avaliagdo clinica longitidide pacientes com LPB ou
portadores de VHC, estabelecer uma possivel relelfdiza entre as enfermidades.
Finalmente, no terceiro trabalho, avaliou-se poront® método AgNOR a atividade
proliferativa celular das lesdes de LPB de pacgesem VHC e da mucosa bucal

normal de portadores de VHC, tratados ou néo perfaron e ribavirina.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista o referencial tedrico exposto amtergénte, o presente trabalho

tem como objetivos principais:

A — Realizar uma revisdo de literatura acerca dpém Plano Bucal, do virus da

Hepatite C e da possivel relacéo entre tais endiacheis;

B — Conduzir um estudo clinico longitudinal comtpdores de LPB ou infec¢ao
pelo VHC, “virgens de tratamento”, com o objetive krificar uma possivel relagdo
entre tais enfermidades e, adicionalmente, avaliaelacdo do sexo, idade, doencas
sistémicas e farmacos utilizados pelos pacientegoaéncia do LPB ou infec¢ao pelo

VHC;

C — Avaliar, por meio do método AgNOR, a atividgeliferativa celular das

lesbes de LPB de pacientes sem VHC e a atividaolfepativa celular da mucosa

bucal normal de pacientes com VHC, sob tratamemtaéo com interferon e ribavirina.

12



3. HIPOTESES

Tendo em vista os dois artigos de investigacao ndebados no presente

estudo, as hipéteses levantadas séo as seguintes:

A) ESTUDO CLINICO LONGITUDINAL:

Ho (hipdtese nula) — O LPB e a infeccdo pelo VHC agmesentam relacdo de
causalidade entre si; 0 sexo, idade e doencasngist® dos pacientes avaliados, bem
como os farmacos utilizados pelos mesmos nao erentiduéncia na ocorréncia do
LPB ou infec¢ao pelo VHC.

H; (hipotese em estudo) — O LPB e a infeccéo pelo \dH@sentam relacédo de
causalidade entre si; o sexo, idade ou doenca@srscsts dos pacientes avaliados, bem
como os farmacos utilizados pelos mesmos exercéoémeia na ocorréncia do LPB

e/ou infecgéo pelo VHC.

B) ESTUDO HISTOQUIMICO TRANSVERSAL (METODO AgNOR):

Ho (hipotese nula) — A atividade proliferativa cetulzas lesbes de LPB de
pacientes sem VHC ndo é estatisticamente difedentgividade proliferativa celular da
mucosa bucal normal de pacientes com VHC, sobmetto ou ndo com interferon e
ribavirina.

H, (hipotese em estudo) — A atividade proliferatietutar das lesées de LPB de
pacientes sem VHC € estatisticamente diferentetidmade proliferativa celular da
mucosa bucal normal de pacientes com VHC, sobmeattb ou ndo com interferon e

ribavirina.
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4. ARTIGO | *
Liquen Plano Bucal como um marcador precoce de Hefite C — revisdo de

literatura - Oral lichen planus as an early marker of hepatitis - literature review

4.1. Resumo

Objetivo: o presente trabalho objetiva, a partir de umaséavde literatura, esclarecer o
cirurgido-dentista sobre o papel potencial do kgpE&no como marcador precoce da
infeccd@o pelo virus da hepatite C (VH®gviséo de literatura: o VHC representa um
grande problema de saude publica, uma vez que sdesponsavel por desenvolver
hepatite crbnica, cirrose e carcinoma hepatoceldlém disso, tal virus pode induzir
um amplo espectro de manifestacdes extra-hepasitasnas das quais se manifestam
em pele e mucosas, a exemplo do liquen pl@umclusao: entretanto, a literatura

afirma que existem muitas controvérsias acercaldelacao.

Palavras-chave:Hepatite C; Liquen Plano Bucal; Associacao.

Abstract

Aim: This paper aims, through a literature review, girien the reader about the
potential role of lichen planus as an early maddenepatitis C virus (HCV) infection.
Literature review: HCV is a major public health problem, since it nimeyresponsible
for developing chronic hepatitis, cirrhosis and dtepellular carcinoma. Furthermore,
this virus can induce a wide spectrum of extrahiepaanifestations, some of which are
manifested in the skin and mucous membranes, ssiditteen planusConclusion:

However, the literature states that there are necanjroversies about this relationship.

Key words: Hepatitis C; Lichen Planus, Oral; Association.

! Revista Odonto UMESP, v. 19, n. 37, p. 89-97, 2011
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4.2. Introducgao

O liquen plano é uma enfermidade mucocutanea, gamsalcasos cancerizavel,
gue possui etiologia desconhecida e frequentenamaimete a mucosa bucal, podendo
apresentar associacdo com a hepatite C. Emboransalgstudos’ evidenciem
significativa correlacdo entre essas alteracOesqEatas, permanece uma controversia
em torno dessa possibilidade

Estudos experimentais e dados epidemiolégicos tesesugerem que 0S
pacientes sdo infectados pelo virus da hepatit&/FIC{ muito precocemente e sé
depois desenvolvem as lesbes de liguen plano bpoaavelmente por uma via
imunopatoldgica possibilitada pelo VHC e ainda définida clarament8

Se a associacao entre liquen plano bucal (LPB)fecgéo pelo VHC for
verdadeira, o LPB certamente pode ser usado comsinahda infeccdo pelo VHC em
pacientes assintomaticos, para o diagnéstico pahce tratamento precoce, com
possibilidade de melhores prognésticos

Tendo em vista 0 exposto, o presente trabalhoiehjetom base numa revisao
de literatura, esclarecer o cirurgido-dentista eobrpossivel papel do LPB como

marcador precoce da infecgao pelo VHC.

4.3. Revisao de literatura

Liquen Plano Bucal (LPB)

O liguen plano € uma doenca inflamatéria cronidativmmente comum, cuja

prevaléncia na boca esté entre 0,1% e 2,2% daggimulDescrita pela primeira vez em

1869, por Erasmus Wilson, pode envolver pele/anexomucosas, separada ou

15



simultaneamente. Na boca, esse comprometimentoguaagecer isoladamente ou com
envolvimento cutaneo concomitahte

A etiologia do liquen plano ainda néo foi totalneeesclarecida, mas tem sido
considerada uma doenca multifatorial mediada pornuesanismo imunopatoldgico,
envolvendo particularmente os linfécito§. Wum ndmero expressivo de casos esta
associado a ansiedade e depressdo, segundo Géleia/Bllejo et al® (2001),
consideradas um fator de risco que influencia nadgsenvolvimento.

Ocorre em pacientes de ambos os sexos, com pre@iocranna mulher, em
geral acima dos 40 anos de iddde

Um total de 50 dermatologistas da cidade de Bauegi@éo foram entrevistados
e responderam a um questionario contendo 19 pergignbre a etiologia, o diagnéstico
e o tratamento do liquen plano. Os principais &st@tiol6gicos citados incluiram: fator
idiopatico (22,4%), psicossomatico (21,5%), imugao (14,0%) e viral (14,0%).
Outras associa¢des do liquen plano, como diabetdgomalteragbes infecciosas,
anemia, predisposicdo genética, alergias, tabagesmxposi¢cdo solar, também foram
citadas e relacionadas com a etiopatogenia da dbenc

Segundo Souza e RE42008), estresse, alimentos como tomate, frutesas e
pratos condimentados, procedimentos odontologidogncas sistémicas, consumo
exagerado de alcool e uso de tabaco em todas ad@uzas tém sido associados a
periodos de exacerbacdo da doenca. As doencawisad€ em especial as decorrentes
da infeccéo pelo virus da hepatite C, vém ganhgralide destaque nos ultimos anos.

O LPB tem aspecto clinico polimorfo, sendo clasadb em formas tipicas e
atipicas. As formas tipicas podem ser divididas eaticular (estrias de Wickham),

papular, placa (Fig. 1) e verrucosa. As formas icfp sdo: ulcerada, atrdfica,

16



eritematosa, erosiva, pigmentar e bolhosa. Na naubasal ocorre principalmente na

mucosa jugal, bilateralmente, na margem e dordtngaa e na semimucosa labfal

Figura 1 - Liquen plano em placa em face lateral direita eriaf de lingua

Segundo Nevilleet al? (2009), essencialmente, existem duas formas dedes
bucais: reticular e erosiva. O liquen plano reticél muito mais comum do que a forma
erosiva, porém a forma erosiva predomina em vé&#igdos. Isso provavelmente se
deve ao viés estatistico, uma vez que a formaver@ssintomatica e, em muitos casos,
0s pacientes buscam atendimento apenas quandersprasesta variedade de LPB. A
forma reticular geralmente n&o provoca sintomasneolee a regido posterior da
mucosa da bochecha, bilateralmente. Outras areamsidasa bucal também podem ser
afetadas concomitantemente, como a margem latemlderso da lingua, gengiva,
palato e o vermelh&o do labio.

O diagnostico do liquen plano € realizado por nugobidpsia e/ou exame
clinico das lesdes cutaneas ou bifcads estrias brancas entrelacadas que aparecem
bilateralmente na regido posterior da mucosa dahdub@ sdo virtualmente
patognomoénicas. Podem surgir dificuldades no distige caso a candidose esteja

sobreposta nas lesdes, porque o microrganGamalida albicangode alterar o padréo
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reticular caracteristico do LPB. Assim, a bidpsiasional das lesdes frequentemente é
necesséria para se afastar a hipétese de outragagdoglcerativas ou erosivas, como 0
lGpus eritematoso ou a estomatite ulcerativa cebnic

Os aspectos histopatolégicos do liquen plano s@etesisticos, mas podem nao
ser especificos, porque outras condi¢des, comeagdes liquenoides a drogas, também
podem mostrar padroes semelhantes. Graus varisglagtoceratose e paraceratose
podem estar presentes na superficie do epitétjoecesta na dependéncia de a amostra
ter sido retirada de uma leséo erosiva ou reticdlaespessura da camada espinhosa
também pode variar. As cristas interpapilares podstar ausentes ou hiperplasicas,
mas classicamente sdo pontudas ou em forma dee*dergerra”. A destruicdo da
camada de células basais do epitélio (degeneragéipita) também é evidente, sendo
acompanhada por um infiltrado intenso e semelhantena faixa, principalmente de
linfécitos T, imediatamente subjacente ao epitdlieratindcitos degenerados podem ser
vistos na area da interface epitélio-tecido cornyontsendo chamados corpos de
Civatte, coloides, citoides ou hialinds

Sugermanet al'* (2002) acreditam que mecanismos especificos e n&o-
especificos podem estar envolvidos na etiopatogeéaidiquen plano. Os primeiros
incluem apresentacdo de antigenos por queratisodidgocamada basal e morte de
gueratindcitos antigeno-especificos por linfécifodtotdxicos, ao passo que os ultimos
incluem degranulacdo dos mastocitos e ativacdoealaloproteinases matriciais. Esses
mecanismos, combinados, levariam ao acumulo deécitok na |amina propria
subjacente ao epitélio, rompimento da membranal,basgracdo dos linfocitos T
intraepitelial e apoptose dos queratindcitos, ashadracteristicos do LPB. Além disso,

para estes autores a cronicidade da doenca podexgkcada, em parte, por uma
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deficiéncia nos mecanismos de imunossupressao daegdelo fator transformador de
crescimentdeta

Em relagdo ao tratamento do LPB, 27,6% dos profisss utilizam a
corticoterapia e alguns relataram outras terap@®0 0 uso de cauterizacdo com acido
tricloroacético, bochechos com ureia e agua ddstilgprescricdo de derivados da
vitamina A e de tranquilizantes em liquen planaido reticular com lesdes restritas a
mucosa bucl

Segundo Regezi e SciubB42008), os corticoesteroides sdo os medicamentos
de escolha de tratamento do liquen plano, o quewse a sua capacidade de modular a
resposta inflamatoria e imunoldgica. A aplicacduida e a injecdo local de esteroides
tém sido usadas com sucesso no controle da do€&adavia, nos casos em que 0S
sintomas sdo graves, pode-se optar pelo uso sistériadicdo de antifingicos ao
tratamento potencializa os resultados clinicos.fata, aparentemente, é consequéncia
da eliminacdo do crescimento secundari€dadida albicanso tecido envolvido pelo
LPB. Os antifungicos também previnem o crescimdatmico associado ao uso de
corticoesteroides.

Gandolfoet al’® (2004), que avaliaram 402 pacientes com liquenoplaucal
diagnosticados entre janeiro de 1988 e julho d&® ¥8companhados periodicamente
até fevereiro de 2001, concluiram que nesse perémd® homens (1,3%) e sete
mulheres (2,8%) desenvolveram carcinoma epidermomdestrando um risco de
transformac&@o maligna maior entre as mulheres daeqgtre os homens. Além disso, foi
observado que pacientes infectados pelo virus gatitee C tinham uma chance trés
vezes superior de desenvolver cancer bucal do sjuéi@ infectados. Esses resultados
ndo so6 reforcam as suspeitas quanto ao potencibgformacdo maligna do LPB,

como chamam a atencado para a participacdo dodarhspatite C nesse processo.
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Virus da Hepatite C (VHC)

O VHC é um RNA virus da familiglaviviridae, identificado em 1989 por Choo
et al’®. Estima-se que no mundo haja 170 milhdes de pegsfeatadas por esse virus,
das quais aproximadamente 3,2 milhdes se encomoaBrasil. Trata-se, portanto, de
um dos maiores problemas de satde publica enflentadndialmente

Segundo Mignond (1998), a hepatite C afeta 0,5-2% da populacam, ema
predilecdo por mulheres na quarta e quinta déaelagla.

Apds exposicdo ao virus, o individuo infectado papsr um periodo de
incubacédo, que pode variar de um a cinco mesegéeah 50 dias). Entre 30% e 40 %
dos adultos com infec¢céo aguda pelo VHC apresestatomas leves, predominando
febre, mal-estar, fadiga, nauseas, vomitos e di&ésd@ abdominaf'®

A hepatite crbnica por VHC €, na maioria dos casassintomatica ou
oligossintomatica. De modo geral, as manifestagfiésicas aparecem em fases
adiantadas da doenca. Por esse motivo, muitas vediegnostico € feito ao acaso, por
meio de exames de sangue solicitados para ounss fi

Acredita-se que, em média, 80% dos casos de irdgueld VHC evoluam para
a cronicidade e que um quarto ou um ter¢co possaiuiepara formas histologicas
graves ou cirrose em um periodo de vinte anos, @sdaja intervencgdo terapéutica. O
restante evolui para formas mais lentas e talvezawesulte em hepatopatia grave. A
infeccdo pelo VHC ja é a maior responsavel porosere transplante hepéatico no
mundo ocidenta.

A transmissdo do VHC se da essencialmente por tcodieeto com sangue e
hemoderivados contaminados, colocando sob riscousigarios de drogas, 0s
politransfundidos, as pessoas submetidas a hensadidl os pacientes que tenham

sofrido acidente com material perfurocortante ammado. A possibilidade de
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transmissao sexual é pouco frequente (menos de d@birendo principalmente em
relacbes desprotegidas (sem o0 uso de preservat®@). consideradas também
populacdes de risco acrescido para infeccao pel@ Wbt via parenteral os pacientes
que receberam transfuséo de sangue e/ou hemodeviaates de 194%

O diagndstico laboratorial da hepatite C, bem calmdepatopatia resultante, é
feito em etapas. Os pacientes anti-VHC positivas stbmetidos ao exame de PCR
(Polymerase Chain Reactiomualitativo, que pode ser detectado entre umaas du
semanas apoés a infecgcdo. O tratamento da hepaéteddsiderado dificil e oneroso,
sendo as principais drogas utilizadas e preconizgddo Sistema Unico de Saude

(SUS) o interferon e a ribavirind

Relagao entre LPB e infec¢do pelo VHC

As infeccbes com origem bucal podem ter repercgssiS&micas importantes,
assim como as infecgOes de ordem sistémica podemtareem manifestacdes bucais
e/ou implicar cuidados especiais quando da ne@alside intervengdes odontoldgicas.
Nesse sentido, é relatado que a infeccéo pelo \éH menor proporcao pelo virus da
hepatite B, predispdem o paciente ao desenvolvonel® manifestacées extra-
hepéticas, incluindo manifestacbes imunologicamemtediadas, como o liquen
planc®?°

O primeiro trabalho indicando associa¢do entre chercronicas do figado e
liguen plano foi publicado em 1978. Apoés a idecdifido do genoma do VHC em 1989,
muitos estudos tém reportado a coexisténcia detitee@acrénica e liquen plano, em
especial o LPB, com uma prevaléncia de 1% a 4%og@alacdo geral. Nesse sentido,
foi realizada uma pesquisa na base de dados MEDLt¥iEas palavras-chawepatitis

e lichen planustendo sido encontradas 263 citacdes desde 186888, das quais 80
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sugeriram existir uma associacdo entre LPB e ag¢afe por VHC. Muitos artigos,
porém, negaram existir qualquer conexdo entre as dintidades. Os trabalhos
pesquisados variaram quanto as populacbes estydammsiesenhos de estudo e a
distribuicdo de possiveis confundidores, revelamdd@asbias importantes, que podem
levar a conclusdes equivocallas

O LPB tem sido relatado como mais prevalente emeptes portadores de
hepatite C crénica em comparagcdo com a populagé@d; gorém, a associacdo entre
essas enfermidades ainda permanece controversdterAtura afirma que, se tal
associagao é verdadeira, o LPB certamente podeegas populacdes, ser usado como
um sinal da infeccdo pelo VHC em pacientes assiations, para o diagndstico
principal e tratamento precoce, com possibilidagienglhores prognésticos.

A grande prevaléncia da infeccdo pelo VHC na paédidaem geral,
especialmente em pessoas com mais de cinquentatanosido indicada como um
possivel fator de confusdo em estudos sobre drekmgre VHC e LPB. Nesse sentido,
Lodi et al® (2004) afirmam que em seu estudo, como varioseptes com LPB
possuiam cinquenta anos ou mais, a grande frequétei VHC soropositivos
encontrados em grupos de portadores de liquen fdaapenas uma coincidéncia, uma
vez que as duas enfermidades acometem individisss f@xa etaria.

Para Chainani-Wet al’ (2004), a idade é um aspecto pouco contributivo na
verificacédo de relacao entre infeccao por VHC e Lp@que em muitas populagcbes a
prevaléncia das vérias exposi¢des pelo VHC acomrtecdiferentes grupos etarios, ndo
apresentando coincidéncia com o LPB. Além dissassociacdo do LPB com VHC
talvez seja confundida em virtude da idade dosepées, uma vez que ambas as

enfermidades sdo mais comuns em pessoas de ndas ida
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Micheleet al® (2007) realizaram um estudo na Italia com o olgjetie analisar
a possivel correlacdo entre LPB e a infecgéo ppatite C. Os autores analisaram trés
grupos, sendo um de pacientes portadores de liqulano histologicamente
comprovado, outro de pacientes comprovadamente Vel@+terceiro composto por
pacientes saudaveis, hospitalizados em virtudeadent ortopédico. Concluiram, com
base no estudo, que ndo existe uma associacaoeciaea ocorréncia de LPB e a
infeccdo crénica por VHC, sendo possivel que aréoora concomitante das duas
enfermidades se dé por coincidéncia.

Birkenfeld et al?* (2010) realizaram um estudo incluindo 1557 pontesiale
LPB e 3115 pacientes-controle, tendo como resultpoioa prevaléncia de hepatite C
nos pacientes com liguen plano foi estatisticamema@r do que nos pacientes do
grupo de controle (1,9% e 0,4%, respectivamenie < 0,001). Assim, 0s autores
sugerem que o clinico que atende pacientes coradasiimpativeis com LPB deveria
considerar o rastreamento de hepatite C.

Nesse sentido, Bermejo-Fenat al?

(2010) realizaram um estudo clinico
envolvendo 550 pacientes portadores de LPB, ermmhdr que a prevaléncia de
hepatite C em tais pacientes foi de 3,5%.

A questdo geografica dos estudos deve tambénoasiderada, uma vez que a
associacao entre LPB e hepatite C parece ser meaal@nte no sul da Europa, Japao e
Estados Unidos da Amérfca

Outros estudds® investigaram a presenca de liquen plano em paeadie
hepatite C e mostraram uma prevaléncia geralmeaterrdo que a esperada (1,6% a

20%), independentemente da localizacdo geografieés achados indicam que a

associacao entre LPB e VHC nao pode ser expligagiaaa com base na prevaléncia de
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infeccdo por VHC na populagdo geral, mas também fptores genéticos das
populacdes estudadas.

Schlesingeret al?’

(1997) afirmam que uma associacdo entre a hepatite
cronica ativa e o liquen plano foi estabelecidaiefimeros estudos, sendo a terapia
viral por interferon-alfa responsavel por iniciayrar, exacerbar ou ndo apresentar
efeito nas lesBes de liquen plano. Nesse sentgl@utores descrevem um caso de
liguen plano bucal iniciado num paciente tratado aaerferon-alfa 2b. Ainda afirmam
gue o interferon pode induzir a expressao de amtfgde superficie nos queratindcitos,
0s quais podem desempenhar um papel importantemadao do liqguen plano.

Nagaoet al?® (2005), baseados no relato de um caso clinicopafi que o
tratamento antiviral para hepatite C com interfemesociado a ribavirina exacerbou as
lesdes de liguen plano erosivo bucal de um paciente

Carrozzd® (2008) reporta que estudos experimentais e dapidereioldgicos
recentes sugerem que 0s pacientes séo infectalip¥IHE€ muito precocemente e s6
depois desenvolvem as lesdes de LPB, provavelnmortaima via imunopatolégica
possibilitada pelo virus e ainda ndo definida cemate. O autor ainda afirma que pouca
atencao tem sido dada nas pesquisas ao efeitoeladi@ interferon-alfa (associado ou
nao a ribavirina) na terapia do liquen plano. Assstudos especificos que analisem o
efeito do tratamento da infec¢ao por VHC no ligpkmo s&o necessarios.

Grossmanret al* (2008) afirmam que existem de 170 a 200 milhdegedsoas
infectadas cronicamente pelo virus da hepatite @oeim o mundo. Segundo os autores,
esse fato indica que a prevencéo e o tratamerntdetagdo pelo virus da hepatite C sdo
uma prioridade em saude publica, sendo atualmente aombinacéo de interferon e
ribavirina a melhor opgao de tratamento, embora&ses®is medicamentos sejam

associados a inumeros efeitos colaterais, coma@aimento e exacerbacdo das lesdes
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bucais de liquen plano. Assim, os autores examtn@sicasos de exacerbacao de liquen
plano bucal durante o tratamento de hepatite Gaad@om interferon e ribavirina.

Por outro lado, Ojhat al®

(2008) afirmam que o tratamento de um paciente
portador de hepatite C com interferon-alfa levouue, dentro de dias, as lesbes
liguenoides que o paciente apresentava na cavimag regredissem.

Algumas sugestbes da literatura acerca de estadseyem realizados sao a
estratificacdo da faixa etaria dos grupos comparackalizacdo de estudos tipo caso-
controle, verificacdo da procedéncia dos paciesesstudo, utilizagdo de técnicas de
PCR para confirmar o diagnéstico de infeccdo poCYhvestigacdo da relacdo entre

tratamento da hepatite C e evolugéo das lesdds|ukniplano e a pesquisa da relacédo

entre diferentes gendétipos de VHC e liquen plarmdiferentes paisés

4.4. Concluséao

A partir do presente trabalho, nota-se que a tilemase mostra nitidamente
dividida em relacdo ao papel do LPB como marcadecqee de infeccdo pelo VHC.
Nesse sentido, sdo aventadas diversas hipoOtesesa ada correlacdo de tais
enfermidades, mas ainda néo se pode chegar a undlas@o definitiva com relacdo ao
assunto, carecendo-se, assim, de maiores estuda®glacerca do tema. Pode-se, no
entanto, inferir que na pratica clinica diaria dorgido-dentista existe a necessidade de
atencdo ndo somente a cavidade bucal, mas aosnd@ercenarios do organismo para o
fortalecimento das acdes de promocdo a saude, nu@vale doencas e diagndstico

precoce das mesmas.
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Estudo clinico longitudinal para avaliar a relacdcentre Liquen Plano Bucal e
Hepatite C

5.1. Resumo

Introducdo: O Liquen Plano Bucal (LPB) é uma doenca inflamaténucocutanea
cronica que frequentemente envolve a mucosa bHstaldos recentes tem confirmado
uma associacao significativa entre LPB e doencgstitas, em particular com a
infeccdo pelo Virus da Hepatite C (VHQbjetivo: Realizou-se um estudo clinico
longitudinal envolvendo pacientes com LPB ou infecpor VHC com o objetivo de
verificar uma possivel relacdo entre essas doeAdas disso, avaliou-se a influéncia
da idade, sexo, doencgas sistémicas e farmacazadtis pelos pacientes na presenca do
LPB ou VHC. Materiais e Métodos: Cinquenta e um pacientes - 33 infectados por
VHC, diagnosticados por anti-VHC e VHC-RNA [Grupdi€+] e 18 portadores de
LPB confirmado histopatologicamente [Grupo LPB+Hpram clinicamente avaliados
em trés momentos (0, 6 e 12 mesBesultados:Dentre os 33 pacientes VHC+, apenas
um foi clinica e histopatologicamente positivo pafdB (Teste Qui-quadrado de
Pearson — 46,852 = 7,65 x 10%). Os 18 pacientes pertencentes ao Grupo LPB+
apresentaram caracteristicas clinicas e histogatal® de LPB reticular/em placa. A
idade, sexo, doencas sistémicas e farmacos utiizpdlos pacientes ndo mostraram
influéncia na ocorréncia de LPB ou infeccéo por VG 0,05).Concluséo: Apesar

de um paciente VHC+ ter apresentado LPB durantdosereacéo realizada, mais
estudos epidemiolégicos com amostras e temposahepanhamento maiores, além de
testes laboratoriais especificos devem ser realizpdra esclarecer a real relagcédo entre
o LPB e a infeccdo por VH(Relevancia Clinica: Portadores de LPB podem ser
avaliados para a presenca de infeccéo por VHC.

Palavras-chave:Hepatite C; Liquen Plano; Mucosa Bucal; FatoreRideo.
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5.2. Introducgao

A infeccdo pelo Virus da Hepatite C (VHC) é consad@ um problema de
saude publica que apresenta morbidade e mortalidadmificativas [1].
Consequentemente, as manifestacfes extra-hepdéticepatite C, como o Liquen
Plano Bucal (LPB), devem ser conhecidas peloscd$ngerais, permitindo diagndstico
e tratamento precoces [2-5].

O primeiro estudo indicando associa¢do entre dokapatica crénica e liquen
plano foi publicado em 1978 [6]. Apds isto, estudis reportado a coexisténcia de
hepatite C cronica e liquen plano, particularméfm8 [1,4,5]. No entanto, diferencas
em populagdes, delineamentos de estudos e digfigmiide potenciais confundidores
sao vieses importantes que podem conduzir a caredesroneas [7].

Varios estudos clinicos tem mostrado uma associagtie infeccdo por VHC e
ocorréncia de LPB [1,4,5,8,9]. Contudo, tal ass@maainda permanece controversa
[3,7,10], uma vez que ambas as enfermidades podeonreo sem relacdo de
causalidade em pacientes com 50 anos de idade @ [fld. A influéncia da
localizacdo geografica deve ser também considetada,vez que a associacdo entre
VHC e LPB parece ser mais prevalente no Japaod&stdnidos da América e sul da
Europa [12].

O objetivo do presente trabalho foi realizar unu@s clinico longitudinal
observacional envolvendo portadores de LPB ou tafls por VHC a fim de verificar
uma possivel relacdo entre essas doencas. Além digriguar o efeito da idade, sexo,
doencas sistémicas e farmacos utilizados por @ssesntes na ocorréncia de LPB ou

infeccdo por VHC.
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5.3. Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Rsaqia Universidade de
Passo Fundo/RS, Brasil (protocolo n° 050/2009)le @eupo de Pesquisa do Hospital
Séao Vicente de Paulo de Passo Fundo/RS, Brasil ¥XNE). Todos os sujeitos que
participaram do presente estudo assinaram um te¥moconsentimento livre e
esclarecido (ANEXO 3).

Foi desenvolvido um estudo clinico longitudinal etvsicional em dois grupos
de pacientes pertencentes a macro-regido da 6¥&watoria Regional de Saude do
Estado do Rio Grande do Sul, localizada em Passwmld;uregido Sul do Brasil,
composta por 58 municipios. Os grupos de estudoror

- Grupo VHC+ (1): pacientes tratados no Hospitab $4cente de Paulo de
marco de 2010 a junho de 2011, que foram submesidosa entrevista clinica e a trés
exames fisicos intra/extrabucais peridédicos semisstt?, 22 e 32 consultas) (ANEXO
4). Se tais pacientes apresentassem lesdes coaipativm LPB em uma dessas
consultas, uma bidpsia intrabucal para diagnéshitopatologico das lesdes era
realizada.

- Grupo LPB+ (2): pacientes tratados na Clinic&dtmmatologia da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Passo Fundo dgorda 2010 a junho de 2011, os
quais foram submetidos a uma entrevista clinicamexsorolégico anti-VHC e a trés
exames clinicos periddicos semestrais intra/exta@bu(1®, 22 e 32 consultas). Tais
pacientes foram submetidos a bidpsias intrabuaaia giagnoéstico histopatolégico do
LPB.

Para todos os pacientes (Grupos 1 e 2), idade, smencas sistémicas e

farmacos utilizados foram registrados para postenaliacao.
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Os critérios de inclusdo/exclusédo dos dois gruposigscritos a seguir:

Para o Grupo VHC+: Inclusédo - portadores de VHCliomados por meio do
método Enzyme-Linked Immunosorbent Asg&)ISA) e VHC-RNA; pacientes que
nunca haviam sido tratados com interferon e rilb@vir(“virgens” de tratamento);
pacientes com condicdes hematoldgicas (trombéaitimsa de 50.000/mirde sangue).

Exclusdo — pacientes com hepatite C confirmadaeaperlo método ELISA;
pacientes que ja haviam sido tratados com interferoribavirina; pacientes sem
condicdes hematoldgicas (trombdcitos abaixo de0BInnT de sangue).

Para o Grupo LPB+: Inclusdo — pacientes com LRiBular/em placa clinica e
histopatologicamente confirmado.

Exclusdo — pacientes com restauragfes dentariadlicast ou utilizando
farmacos que pudessem desencadear lesdes liquendide

Para realizar as analises clinicas e histopat@égitas lesées de LPB, os
critérios propostos por Krutchkoff et al [13] e vder Meij e van der Waal [14] foram
utilizados. Um microscépio de luz (Olymfu8X 50, Olympus Corporation of the
Americas, Center Valley, PA, EUA) foi utilizado paanalisar os espécimes teciduais,
corados pelo método hematoxilina-eosina (H.E.).

Os dados obtidos foram analisados por estatistiseritiva de frequéncia e teste
Qui-quadrado de Pearson. O nivel de significaraiddé 95% < 0,05). Para tanto, foi

utilizado o programa computacional SES@rsao 13.0.

5.4. Resultados

Os resultados mais significativos sdo apresentackeguir. A Tabela 1 mostra

os dados epidemioldgicos referentes aos dois grgtasados.

31



Tabela 1 —Descricdo dos dados epidemiolégicos referentesl@isgrupos estudados

VHC+ (n = 33) LPB+ (n = 18) TOTAL (n = 51)
SEXO F M F M F M
21 12 12 06 33 18
MEDIA DE IDADE (+D.P.)| 52,21 (+13,48) 53,7218,73) 52,97 (+14,56)

No Grupo LPB+ (2), todos os pacientes apresentalesdes clinica e
histopatologicamente compativeis com LPB reticalar/placa, enquanto no Grupo
VHC+ (1), apenas uma paciente apresentou LPB. Meassson, foi notada relacéao
significativa entre a presenca de infeccdo por M@ manifestacdo de LPB (Teste
Qui-quadrado de Pearson — 46,852,7,65 x 10).

Nenhum dos 33 pacientes pertencentes ao Grupo VHG+ haviam se
submetido ou estavam se submetendo a tratamera@pdzenca durante o periodo de
doze meses em que o estudo foi realizado.

Durante o acompanhamento clinico ndo foi notadesepca de LPB no Grupo
VHC+, com excecao da paciente que apresentaveeanmadade desde o exame inicial.
Para o Grupo LPB+ (2), notou-se que 16 pacientessaptaram a mesma situacao
clinica das lesbes observadas no inicio do estudipi® apresentaram remissao
completa das lesbes, uma seis e outra doze meéssoagiagnostico, embora nao
fossem usuarios de farmacos para tratar o LPB.

Pacientes com idade entre 43 e 60 anos foram asaoametidos pela infec¢ao
por VHC (Grupo VHC+ — D.P. £4,99 anos) e pelo LR®UWpo LPB+ - D.P. £4,55
anos) (Fig. 1), no entanto néo foi notada rela¢ggifgcativa entre idade e presenca de
infeccdo por VHC ou LPB (Teste Qui-quadrado de $tear 0,127 e 0,158,= 0,938 e

0,924 para os Grupos 1 e 2, respectivamente). Tmmb&o foi notada relacéo
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significativa entre sexo e presenca de infeccaovt€ ou LPB (Teste Qui-quadrado

de Pearson — 0,047 e 0,183; 0,829 e 0,669 para os Grupos 1 e 2, respectivane

18 17
16
14
12

10
10 L @ Grupo 1 - WHG+

mGrupo 2 - LPBE+

Namero de pacientes

[ S - B = =

2342 anos 43-60 anos 61-84 anos

Figura 1 —NUmero de pacientes nos Grupos VHC+ (colunas peui®B+ (colunas vermelhas) por
faixa etéria

A Figura 2 mostra que a hipertenséo e a diabetasnfas doencas sistémicas
mais frequentes nos pacientes dos Grupos VHC+ e+ P& notado que ndo houve
relacéo significativa entre doencgas sistémicapresenca de VHC ou LPB (Teste Qui-
quadrado de Pearson — 6,250 e 6,975 0,856 e 0,801 para os Grupos 1 e 2,

respectivamente).
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&
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Figura 2 —NUmero de pacientes com doencas sistémicas n@g®&WHC+ (colunas azuis) e LPB+
(colunas vermelhas)

Dos 18 pacientes avaliados no Grupo LPB+, 10 @%,Beportaram estar
"emocionalmente abalados”, com ansiedade ou d&oed$3a mesma formal7
(51,5%) dos 33 pacientes pertencentes ao Grupo YHICHindo a Unica paciente que
apresentava LPB, se consideravam pessoas “emauiemnt@ abaladas”. No entanto,
nao foi notada associacdo significativa entre @atoelde estresse/ansiedade pelos
pacientes e a presenca de VHC ou LPB (Teste Quirgda de Pearson — 6,250 e
6,975,p = 0,856 e 0,801 para os Grupos 1 e 2, respectiviane

A Figura 3 mostra que os farmacos antihipertensigcanf os mais utilizados
em ambos o0s grupos de pacientes. Contudo, ndotaia relacdo significativa entre o
uso de farmacos e a presenca de VHC ou LPB (Testgu@drado de Pearson —

14,145 e 13,772 = 0,225 e 0,246 para os Grupos 1 e 2, respectiviane
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Figura 3 —NUmero de pacientes e os farmacos utilizados np@YHC+ (colunas azuis) e Grupo
LPB+ (colunas vermelhas)

5.5. Discusséo
O presente estudo avaliou um grupo de 33 pacievitdS+ “virgens” de

tratamento com interferon e/ou ribavirina em triéerdntes momentos ao longo de um
ano. Considerando a amostra estudada e o tempeatepanhamento clinico dos
pacientes (12 meses), notou-se que na macro-rdgi& Coordenadoria de Saude do
RS, sediada Passo Fundo, foi observada relacatststaentre a infecgdo por VHC e a
ocorréncia de LPB, embora apenas uma paciente dpoGYHC+ (3,03%) tenha
apresentado lesdes bucais de liquen plano. Este isdgere que a populacdo VHC+
estudada neste trabalho apresenta uma prevaléaoa de LPB do que os pacientes
sem o virus, a qual, de acordo com Grossmann[8} alBirkenfeld et al [4], varia de

0,1 a 2%.
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Talvez os achados da presente pesquisa no sengidterdmostrado uma
associacéao significativa entre LPB e VHC terianosiderentes se o acompanhamento
clinico dos pacientes fosse maior, 0 que se canstit intencdo dos pesquisadores em
estudos futuros. Assim, clinicamente, os achadogrdsente estudo se comparam
aqueles de Michele et al [15] e Grossmann et ald8¢ concluiram que ndo existe
relacéo clara entre LPB e infec¢&o crénica por VHC.

Os achados de estudos epidemioldgicos variam denasielmente conforme a
regido geografica. No Japéo, Italia, Nigéria e aralia [11,16-18], a prevaléncia de
infeccdo por VHC em portadores de LPB variou de8%h 3 60%, estatisticamente
maior do que os respectivos controles. Contudo,néb foi confirmado na Holanda,
Alemanha, Sérvia e Sudeste do Brasil [19-22] or@tte foi notada diferenca no indice
de infecg&o por VHC entre os pacientes com LPB@palacédo em geral.

Carrozzo [10] reportou que os pacientes VHC+ deslgamn lesdes de LPB
tardiamente, provavelmente devido a um processolgmato imunoldgico; contudo,
isto ainda ndo esté claramente definido. Uma daitalfdes do presente estudo € que foi
impossivel determinar o momento da infec¢do por Vut@a vez que os participantes
do estudo eram assintomaticos e descobriram sevgadpres do VHC em exames de
rotina.

No presente estudo foram incluidos apenas pacientegefs” de tratamento
com interferon e ribavirina porque nao foi possivkirante doze meses, interceptar
pacientes que iniciaram tratamento antiviral. As®ste estudo objetivou determinar se
a infeccéo por VHC influencia na origem do LPB.

Carbone et al [23] afirmaram que o LPB apresentecurso crénico, com uma
porcentagem expressiva de pacientes mostrandacoomaleta e definitiva (2,5 a 17%).

Tal afirmacéo parece explicar os achados do presstido, uma vez que nas consultas
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de 6 e 12 meses, 2 de 18 pacientes com LPB pentesco Grupo LPB+ apresentaram
remissdo completa das lesbes. Por outro lado, 3238opacientes pertencentes ao
Grupo VHC+ n&o mostraram sinais clinicos de LPBadte 0 acompanhamento clinico.

Os resultados do presente estudo séo similareseaqie Bermejo-Fenoll et al
[9], que encontraram uma média de idade de 56,85 para os portadores de LPB. Da
mesma forma, em relagéo a infec¢do por VHC, o Maris da Saude do Brasil informa
gue em 2009, o diagndstico foi mais frequente ecreptes de 50 a 59 anos [24]. Lodi
et al [11] reportaram que muitos pacientes com pB&uiam 50 anos ou mais e que a
alta frequéncia de soropositividade para o VHC etrada em grupos de pacientes com
LPB foi apenas uma coincidéncia, uma vez que anazmenfermidades afetam
significativamente pacientes nessa faixa etaria,retacdo causal.

Para Eisen [25], fatores predisponentes resultanexacerbacdo do LPB. Tais
fatores incluem estresse, alimentos condimentagoscedimentos odontoldgicos,
doencas sistémicas, farmacos e ma higiene bucalprigente estudo as doencas
sistémicas mais reportadas pelos pacientes de aosbgsupos foram hipertenséao e
diabetes. Mesmo assim, notou-se que nao houveiasdosignificativa entre doencas
sistémicas e presenca de LPB ou infecgao por VHhdEa ndo tenha sido encontrada
associacao significativa, 6 pacientes do Grupo VHC3do Grupo LPB+ sofriam de
diabetes. Estudos prévios sugeriram que pacieraes lequen plano apresentam
diabetegnelittusmais frequentemente do que a populacao geral{R6C®ntudo, Jing-
Ling et al [28] ndo suportam tal achado.

N&o houve relacao significativa entre utilizacddatenacos e presenca de VHC
ou LPB. Corroborando com isso, a Unica paciente ajuesentava LPB no Grupo
VHC+ nao fazia uso de farmacos, descartando adspdte que a lesdo tenha sido

causada pelos mesmos. Mesmo assim, os antihigederieram a classe de farmacos
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mais utilizada em ambos os grupos estudados. Del@@mm a literatura, existem
alguns farmacos que sdo classicamente conhecidosindazir LPB, como os
antinflamatorios ndo esteroidais (AINES) e inibeorda Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA) [29]. Também existem evidéncmdicientes de que o§-
blogueadores e outros farmacos desempenhem um gigpéicativo na origem do
LPB [12,30]. Para Salem et al [31], 0 exato mecanisle patogénese do liquen plano
induzido por farmacos € incerto. Um mecanismo sdgeé a teoria da formacao
antigénica: os farmacos podem induzir dano aosatjpécitos com exposi¢do de zona
da membrana basal previamente n&o exposta, ledaftiimacdo de anticorpos.

De acordo com estudos prévios, 0 estresse € recidshcomo um importante
fator etioldgico do LPB. Embora sinais de depressadtos niveis de ansiedade sejam
comumente encontrados em portadores de LPB [32)38]foi ainda determinado se as
variacdes psicoldgicas observadas sdo um fatoftégito direto ou apenas uma
consequéncia do LPB, uma vez que a doenca causanfl@so que pode afligir os
pacientes, causando estresse. Apesar disso, nenfmesstudo, ndo foi utilizado um
método validado para diagndstico das desordensienais. Os pacientes responderam
apenas negativamente ou afirmativamente se eranpbsass deprimidos e/ou
estressados. Sugere-se que pesquisas posterioileenut métodos validados
cientificamente para o diagnostico de desordensciemais. Ressalta-se ainda que a
hepatite C, por si sé, também pode se tornar uor fiatpactante e causador de
distarbios emocionais e desempenhar um papel detsupa etiologia do LPB em tais

pacientes.
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5.6. Conclusao

A relacdo entre LPB e infeccdo por VHC, apesareaidesido estatisticamente
verificada na populacdo da macro-regido de PassddAS, sul do Brasil, durante os
12 meses de acompanhamento clinico dos pacienteta aecessita de maiores
evidéncias clinicas para sua real comprovacgdo. afleid sexo, doencgas sistémicas e
farmacos utilizados pelos pacientes ndo mostraetagdo significativa com a presenca

de LPB ou infecgéo por VHC.

5.7. Referéncias

1. Grossmann SMC, Teixeira R, Aguiar MCF, Moura MBZarmo MAV (2009) Oral
mucosal conditions in chronic hepatitis C Braziljgatients: a cross-sectional study. J
Public Health Dentistry 69(3):168-175

2. Nagao Y, Sata M (2004) Hepatitis C virus antdit planus. J Gastroenterol Hepatol
19(10):1101-1113

3. Randazzo AR, Amormino SAF, Martins CR (2005)Hen planus and hepatitis C: a
literature review. Rev Clin Pesq Odontol 1(3):37-40

4. Birkenfeld S, Dreiher J, Weitzman D, Cohen ADXQ) A study on the association
with hepatitis B and hepatitis C in 1557 igats with lichen planus. JEADV 1-5.
doi: 10.1111/j.1468-3083.2010.03809.x

5. Vachiramon V, Suchonwanit P, Thadanipon K (20B{0ateral linear lichen planus
pigmentosus associated with hepatitis C virus trdac Case Rep Dermatol 2(3):169-
172

6. Rebora A, Patri P, Rampini E, Crovato F, Ciranaed>, Rebora A et al. (1978)
Erosive lichen planus and cirrhotic hepatitis.i#talGeneral Rev Dermatol 15(2):123—
131

7. Chainani-Wu N, Lozada-Nur F, Terrault N (2004gpdtitis C virus and lichen
planus: A review. Oral Surg Oral Med Oral PathoalRadiol Endod 98(2):171-183

8. Grossmann SMC, Aguiar MCF, Teixeira R, Carmo M&007) Oral lichen planus
and chronic hepatitis C — a controversial assamathm J Clin Pathol 127(5):800-804

39



9. Bermejo-Fenoll A, Sanchez-Siles M, Lopez-JofetCamacho-Alonso F, Salazar-
Sanchez N (2010) A retrospective clinicopatholabistudy of 550 patients with oral
lichen planus in south-eastern Spain. J Oral P&hdédicine 39(6):491-496

10. Carrozzo M (2008) Oral diseases associated hvafatitis C virus infection. Part 2:
lichen planus and other diseases. Oral Dis 14(3):228

11. Lodi G, Giuliani M, Majorana A, Sardella, Bez C, Demarosi F et al. (2004)
Lichen planus and hepatite C virus: a multicentneys of patients with oral lesions and
a systematic review. Brit J Deramtol 151(6):1173111

12. Carrozzo M, Thorpe R (2009) Oral lichen planasteview. Minerva Stomatol
58(10):519-537

13. Krutchkdf D, Cutler L, Laskowski S (1978). Oral lichen planuihe evidence
regarding potential malignant transformation. Jl®w&thol Med 7:1-7.

14. van der Meij EH, van der Waal | (2003). Lackcbhicopathological correlation in
the diagnosis of oral lichen planus based on thesemtly available criteria and
suggestion for modification. J Oral Pathol Med 327-5512.

15. Michele G, Carlo L, Mario MC, Giovanni L, Pasdgl M, Alessandra M (2007)
Hepatitis C virus chronic infection and oral lichglanus: an Italian case-control study.
Eur J Gastroenterol Hepatol 19(8):647-652

16. Nagao Y, Sata M, Tanikawa K, Itoh K, Kameyam#1995) Lichen planus and
hepatitis C virus in the northern Kyushu regiordapan. Eur J Clin Invest 25(12):910-
914

17. Carrozzo M, Gandolfo S, Carbone M, Colombatt®&i®ccoletti R, Garzino-Demo
P (1996) Hepatitis C virus infection in ltalian jeats with oral lichen planus: a
prospective case-control study. J Oral Pathol M&gd@):527-533

18. Figueiredo LC, Carrilho FJ, de Andrage HF, NigIDA (2002) Oral lichen planus
and hepatitis C virus infection. Oral Dis 8(1):48-4

19. van der Meij EH, van der Waal | (2000) Hepsit(i virus infection and oral lichen
planus: a report from the Netherlands. J Oral Rdttenl 29(6):255-258

20. Friedrich RE, Heiland M, El-Moawen A, Dogan ¥gn Schrenck T, Loning T
(2003) Oral lichen planus in patients with chrolimer diseases. Infection 31(6):383—
386

21. Bokor-Bratic M (2004) Lack of evidence of hepalisease in patients with oral
lichen planus in Serbia. Oral Dis 10(5):283-286

22. Cunha KS, Manso AC, Cardoso AS, Paixao JB, l@oeélS, Torres SR (2005)

Prevalence of oral lichen planus in Brazilian pagewith HCV infection. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 100(3):3388-3

40



23. Carbone M, Arduino PG, Carrozzo M, Gandolfé&\&jiolas MR, Bertolusso G et al
(2009) Course of oral lichen planus: a retrospecstudy of 808 northern Italian
patients. Oral Dis 15(3):235-243

24. Brazil Ministry of Health (2010) Surveillance@etariat of Health STD, AIDS and
Viral Hepatitis. Epidemiological Bulletin: viral ppatitis. Ministry of Health, Brasilia-
DF

25. Eisen D (2002) The clinical features, malignaotiential, and systemic association
of oral lichen planus: a study of 723 patientsnd Acad Dermatol 46(2):207—-214

26. Powell SM, Ellis JP, Ryan TJ, Vickers HR (197%&lucose tolerance in lichen
planus. Br J Dermatol 91(1):73-75

27. Lowe NJ, Cudworth AG, Clough SA, Bullen MF (8)TTCarbohydrate metabolism
in lichen planus. Br J Dermatol 95(1):9-12

28. Jing-Ling X, Ming-Wen F, Shuo-zZhi W, Xin Ming,&Xuan L (2005) A clinical
study of 674 patients with oral lichen planus inir@h J Oral Pathol Med 34(8):467—
472

29. Potts AJ, Hamburger J, Scully C (1987) The wedin of patients with oral lichen
planus and the association of nonsteroidal anf@imfatory drugs with erosive lesions.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol 64(5):541-543

30. Thompson DF, Skaehill PA (1994) Drug-induceghdin planus. Pharmacotherapy
14(5):561-571

31. Salem CB, Chenguel L, Ghariani N, DenguezliHvhouda H, Bouraoui K (2008)
Captopril-induced lichen planus pemphigoides. Plaoapidemiol and drug safety
17(7):722-724

32. Koray M, Diulger O, Ak G, Horasanli S, Ugok Aanfyeri H et al (2003) The
evaluation of anxiety and salivary cortisol levelspatients with oral lichen planus.
Oral Dis 9(6):298-301

33. Ivanovski K, Nakova M, Warburton G, PesevskaBpovska A, Nares S et al
(2005) Psychological profile in oral lichen pland<Clin Periodontol 32(10):1034-1040

41



6. ARTIGO III 3

Jodo Paulo De CafjiPaulo Henrique Couto Soliza

? Faculdade de Odontologia, Universidade de Pasadd;199052-900, Passo Fundo,
Rio Grande do Sul, Brazil

b Escola de Saude e Biociéncias, Pontificia Unided® Catdlica do Parana, 80215-
901, Curitiba, Parana, Brazil

Avaliacdo da atividade proliferativa celular em pagentes com Liquen Plano Bucal
e Hepatite C por meio do método AgNOR

6.1. Resumo

Introducdo: A deteccdo das Regides Organizadoras Nucleol&@R¢) em lesdes
bucais sugere que este marcador pode refletirioeimi@ proliferacdo celular. O Liquen
Plano Bucal (LPB) € uma doenca cronica mucocutgoeafrequentemente envolve a
cavidade oral. Estudos recentes confirmaram unaiassio entre LPB e infeccéo pelo
Virus da Hepatite C (VHCYbjetivo: O propésito deste estudo foi avaliar o potencial
proliferativo celular das lesbes de LPB de pacestem VHC por meio do método
AgNOR, comparando-o ao potencial proliferativo t@luda mucosa bucal normal de
pacientes contaminados por VHC, tratados ou nao oauerferon e ribavirina.
Materiais e Métodos: Um estudo transversal foi realizado para investaganucosa
bucal de 4 grupos: 20 pacientes VHC+ sem sinaimscos de LPB (10 pacientes que
nunca foram tratados para infeccdo por VHC — GRUPO e 10 que estavam sob
tratamento com interferon e ribavirina — GRUPO 15; pacientes com LPB reticular
histopatologicamente confirmado, sem VHC — GRUP® B, doadores de sangue sem
infeccdo por VHC e sem sinais clinicos de LPB (GRUP- Grupo de Controle). O
material celular de todos os grupos foi coletadta pécnica da citologia em base
liquida. Entdo, o material sedimentado de cadaepteifoi depositado numa lamina
microscépica e impregnado pelo método de impregngigla prata das regides
organizadoras nucleolares (AgNOR). A contagem daiR$ foi realizada em 100
ndcleos celulares epiteliais por paciente por meé@ programa Image Tdul
Resultados: O teste Tukey HSD foi utilizado para comparar tbovanédio de NORs
entre 0S grupos e mostrou que a mucosa bucal dosnpges VHC+ previamente
tratados com farmacos anti-VHC (GRUPO 2) apresemb@ior namero médio de
NORs por nucleo em relacdo aos outs (0,05).Conclusfes e Relevancia Clinica:
O tratamento anti-VHC pode estar relacionado aoeatonda atividade proliferativa
celular da mucosa bucal, aventando uma possialaelentre LPB e pacientes VHC+
previamente tratados com interferon e ribabirina.
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6.2. Introducgao

O Liquen Plano é uma doenga mucocutanea de efoilogerta que acomete a
mucosa bucal [1]. A relacdo entre o Liquen PlancaB(LPB) e a infec¢édo pelo Virus
da Hepatite C (VHC) tem sido amplamente estudadd i relacao sugere que o VHC
pode ser um fator etiolégico do LPB [3]. Assim, riélise de pacientes com LPB e
infectados por VHC seria til para esclarecer ac@ entre estas doencas.

As Regides Organizadoras Nucleolares (NORS) sdotests presentes dentro
dos nucléolos de células em interfase e dos cramassacrocéntricos 13, 14, 15, 21 e
22 nas células humanas em divisao [4]. Estudo @r}i aplicou o método AgNOR
em material de pacientes com LPB, queratose bueal@sa bucal normal. Como
resultado, os autores reportam que o numero de N@d#®s queratindcitos foi
significativamente maior em pacientes com LPB goaedmparados aos demais
grupos.

Apesar de muitos estudos clinicos terem demonstau® associacdo entre a
infeccdo por VHC e a presenca de LPB [6-9], ndarnforencontrados trabalhos
relacionando a condi¢ao nucleolar da mucosa becpadientes com VHC e LPB.

Gandolfo et al [10] avaliaram 402 pacientes com ld&°Bncontraram que 0s
infectados por VHC apresentaram uma chance trésveaior de desenvolver cancer
bucal quando comparados aos pacientes nao infectd@is resultados ndo apenas
reforcam as suspeitas acerca do potencial de orams¢do maligna do LPB, bem como
chamam atencéo para a participacdo do VHC no moakscancerizacao.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar o paéémeoliferativo celular das
lesdes de LPB de pacientes sem VHC e o potenaddifguativo celular da mucosa

bucal normal de pacientes com VHC, tratados ou pdomneio do método AgNOR.
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6.3. Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Rsaqia Universidade de
Passo Fundo/RS/Brasil (protocolo n° 266/2011) e lpo de Pesquisa do Hospital
Sao Vicente de Paulo de Passo Fundo/RS/Brasil (ADIE2. Todos o0s sujeitos
assinaram um termo de consentimento livre e esatrepara participar do estudo
(ANEXO 3).

Realizou-se um estudo histoquimico transversal rebs®nal (método
AgNOR) acerca da mucosa bucal de quatro gruposadieres, conforme descrito a
sequir:

GRUPOS 1 e 2 — Vinte pacientes VHC+, confirmados ¢g@ame anti-VHC
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assa¥LISA) e VHC-RNA, tratados no Hospital
Sao Vicente de Paulo de Passo Fundo/RS/Brasil,steais clinicos de LPB. Neste
grupo, 10 pacientes nunca tinham sido tratados garéeccéo por VHC e 10 estavam
sob tratamento com interferon e ribavirina por weriggdo minimo de trés meses;

GRUPO 3 - Quinze pacientes com LPB reticular, cov#do clinica e
histopatologicamente, atendidos na Faculdade datOldgia da Universidade de Passo
Fundo/RS/Brasil. Tais pacientes ndo eram infectgwsVHC, o que foi verificado
pelo exame anti-VHC;

GRUPO 4 — Quinze académicos/professores da FaeauldadOdontologia da
Universidade de Passo Fundo/RS/Brasil, doadoresadgue, sem infec¢do por VHC,
confirmado pelo teste anti-VHC, e sem sinais atiside LPB (Grupo de Controle).

Os critérios de inclusdo para o estudo foram: ddigmtes com Hepatite C

comprovada por meio dos testes ELISA e VHC-RNA gpas Grupos VHC+), 2)
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pacientes com LPB clinica e histopatologicamentdicoado (para o Grupo LPB+), e
3) pacientes sem infec¢éo por VHC ou LPB (paraup6de Controle).

Os critérios de exclusdo foram: 1) pacientes comakite C confirmada apenas
por meio do teste ELISA (para os Grupos VHC+), afipntes com restauragdes
dentarias metalicas ou utilizando farmacos que saate causar lesdes liquendides e 3)
pacientes com condicbes hematologicas inadequatlasnbcitos abaixo de
50.000/mni de sangue) (para o Grupo LPB+), 4) pacientes cdet¢éo por VHC ou
LPB (para o Grupo de Controle).

Para realizar as analises clinicas e histopatddgidas lesdes de LPB, os
critérios propostos por Krutchkoff et al [11] e vder Meij e van der Waal [12] foram
utilizados.

As amostras celulares a serem impregnadas pelodmé@NOR foram
coletadas pela técnica de citologia esfoliativa lase liquida. Para tanto, todos os
pacientes foram inicialmente instruidos a realimarbochecho com agua para remover
possiveis residuos alimentares.

A coleta das células foi realizada com o kit DNAeBGg® (Digene Corporation,
Gaithersburg, EUA), contendo um meio de conservaefidar denominado Universal
Collection Medium (UCM). Tal kit € composto por drasco contendo 1 mL de UCM
e uma escova de cabo longo.

A coleta das células mucosas bucais foi realizsela aplicacdo da escova e
rotacdo da mesma no sentido horario (cinco volasps, a escova foi colocada no
frasco contendo UCM, permanecendo imersa no ligai#doo processamento final.
Depois da coleta, o frasco era agitado por 30 skxgupara homogeneizar o material, o
qgual permanecia a temperatura ambiente (local $exsmo e protegido da luz) por um

periodo menor do que trés semanas, seguindo aseadacdes do fabricante.
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O processamento do material consistiu em triplariéegacéo (1000 r.p.m.),
sendo a primeira apenas com UCM e a segunda éréecoen 0 material sedimentado
misturado com uma solucéo fixadora de acido adétietanol (3:1). Apds, o material
sedimentado de cada paciente era depositado numirzal@nicroscopica e impregnado
pelo método AgNOR.

A técnica AgNOR foi desenvolvida de acordo comtdtcet al [13] e Nunes et
al [14], com algumas modifica¢gOes, conforme segue:

1) Obtencdo do material sedimentado por centrffigae deposicdo numa
lamina microscopica; 2) Preparagdo das solucOgsata para a técnica AQNOR, que
consistem em:

- solugdo A: 50 mL de agua de Milli-Q, 0,5 mL deidd férmico e 1g de
gelatina; esta solucéo foi deixada numa estufangpeaeatura de 45°C por 1h antes da
incubacéo;

- solucéo B: 10 mL de &gua destilada e 5g detaitta prata.

3) As solucdes A e B foram misturadas e depositadlase 0 material celular que estava
sobre a lamina, permanecendo por 30 minutos num@et@tura de 45°C e
posteriormente realizou-se o0 processo de secagem.

A contagem das NORs foi realizada em 100 nucletadaces epiteliais por
lesdo. Dois observadores analisaram independentemés forma cega, as células
impregnadas pela prata em microfotografias obtims uma camera digital (Carfon
Power Short A620, Canon do Brasil, Sdo Paulo, $38iB acoplada a um microscépio
ptico (Olympu§ BX 50, Olympus Corporation of the Americas, Centetley, PA,
EUA) com objetiva de imersdo (1000x). Para obtermasrofotografias, todas as
laminas referentes a cada paciente foram analisemegz®ntalmente da esquerda para a

direita e foram capturados os nucleos das priméiascélulas nucleadas, bem fixadas
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e ndo sobrepostas. A contagem das NORs foi realiatiizando o programa Image
Tool® versdo 3.0 (Department of Dental Diagnostic SeeatcThe University of Texas
Health Science Center, San Antonio, Texas, USA)jued o nucleo de cada célula era
“recortado” por meio da ferramenta "save selectishsendo aumentado para melhor
visualizacdo (Fig. 1). As informagdes de cada dasam relacionadas entre 0s grupos
pelo teste Tukey HSD (nivel de significancia de 95%0< 0,05). As concordancias

inter e intra-observador foram realizadas pelo der®ahlberg.

%7, imageTool
“File Edit Annotation Stacks Plug-Ins Analysis Processing Script Settings Window Help

£83]a) N e 5| P« 255 Gl orfLdliEle] i I 7

B C\Users\usen\Desktop\TESE AGOSTO 2011\NORs\Paciente 01 (06.09.11)... '

|x=1836 y=990 v=110 | [Caps [Num | Play | Calibrated | Overwrite |

@ ® Mo P

Figura 1 — Imagem do nucleo "recortada” e aumentada paragemt das NORs (setas) (AgNOR,
1000x, arquivo pessoal)

47



6.4. Resultados

As NORs de 50 pacientes foram contadas (100 nudeasda paciente), cujas

caracteristicas epidemioldgicas sao descritas hald@4.

Tabela 1 —Descricéo dos dados epidemioldgicos referentedastos grupos estudados e
diferenca estatistica do atormédio de NORs determinada pelo teste Tukey HSD

Grupo N Média de NORs (em Sexo | Média de idade

100 nucleos celulareq (xD.P.)
(zD.P.) F M

VHC+ ndo tratado (Grupo 1) 10 3,19 (+0,46) 8 2 149,30 (£11,91)

VHC+ tratado (Grupo 2) 10 4,08 (+0,59) 4 6 /53,10 (£11,32)

LPB+ (Grupo 3) 15 3,30 (£0,70) 11| 453,60 (x18,43)

Controle (Grupo 4) 15 3,17 (+0,44) 11| 4 23,53 (5,78)

TOTAL 50 3,38 (+0,65) 34| 1644,88 (+x18,75)

2P| etras diferentes indicam diferenca estatisti¢eeegrupos

Em relacdo as avaliagfes inter e intra-examinadorea-se que o erro de
Dahlberg ndo excedeu 0,03% para ambas as compsyaudieando que os avaliadores
repetiram as contagens com elevada confiabilidaada p varidvel NORs em 100

nacleos celulares [15,16] (Tab. 2).

Tabela 2 —Variancia total, variancia de erro, erro de Dafgbeoeficiente de confiabilidade de Pearson e

coeficiente de correlagdo mavariavel NORs em 100 nucleos celulares

Erro de Coeficiente de

Dahlberg confiabilidade ~ CO€ficiente de

Variancia toteVariancia di

NORs em 100 nucleos (0

st erro Sé (%) (%) correlacdo (%)
Concordancia
intra-examinador 0,86385! 0,00018' 0,02141i 99,97858. 99,98035!
Concordancia
Inter-examinadores 0,86919; 0,000111 0,01334i 99,98665. 99,98639!

Os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov epitrWilk foram

aplicados ao numero médio de NORs de 100 nucleasqgsab0 pacientes e indicaram
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distribuicdo normal dos dados, uma vez que os @slde p foram maiores do que 0,05.
Além disso, o teste de Levene mostrou homogeneidadeariancias entre 0s grupos
(valor do teste de Levene = 1,378 0,2626).

Ao se aplicar o testébetween-subjects effec{®&NOVA) a media de NORs em 100
nucleos celulares obtida de cada paciente, obsee/oup-valor = 0,00084 (F = 6,603), o qual
indicou que a varidvel NORs apresenta diferenciae argt grupos (poder do teste de 96,08%).

Apds, o teste de comparagtes multiplakey HSD foi aplicado e mostrou que a média de
NORs no Grupo de pacientes VHC+ previamente tratéoiosignificativamente maior
do que os demais grupos. A Figura 2 mostra as sma@BaNORs em 100 nucleos
celulares de cada caso dos grupos estudadosgogions de confianca de tais grupos e

suas diferencas estatisticas verificadas pelo Testey HSD.

4,507 -1

4.08 ©
4,00

p=d

b=

3,504

p=

330 )
3.19 .
3.12

o
A=y

3,004

Intervalo de confianga (95%) das médias de NORs em 100 nicleos celulares

VHC+ nao tratados WHCH+ tratados LFB Contrale
GRUPQ

Figura 2 —Intervalos de confianca, médias e diferencasistats dos grupos estudados relativos a
média de NORs em 100 nucleosiael de 95% (letras diferentes indicam signifiganc
estatistica distinta)
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6.5. Discussao

Considerando os grupos estudados no presentehmatbal possivel notar que
0os pacientes VHC+ previamente tratados apresentaranmaior nimero médio de
NORs em relagdo aos demais grupos, indicando umar ratividade proliferativa
celular, provavelmente devido ao tratamento antCyld qual pode, segundo estudos
clinicos anteriores [17-19], ocasionar manifestacBecais. Contudo, no presente
estudo néo foi possivel determinar quando inicianfeccdo por VHC, uma vez que a
hepatite C é frequentemente uma doencga silendiesadando seu diagnostico. Além
disso, ndo foi possivel padronizar os pacientesque diz respeito a duracdo do
tratamento anti-VHC realizado. Assim, cabe ressgli@ tanto o tempo de diagndstico
do VHC quanto a durag&o do tratamento anti-VHCfatwes que podem ter influéncia
no resultado do numero de NORs.

Nossos resultados levam a pensar que a atividatieemtiva celular maior nos
pacientes VHC+ previamente tratados pode indicaa pwssivel relacdo entre esta
dltima condicdo e uma das manifestacfes histogatal® do LPB, a propria atividade
proliferativa celular. Nesse sentido, Schlesindeald17] descrevem um caso de LPB
iniciado num paciente tratado com interferon alfae2Griffiths et al [18] afirmam que
o interferon pode induzir a expressdo de antigeeosuperficie nos queratindcitos, 0s
quais podem desempenhar um importante papel nenog liquen plano. Ainda, para
Sookoian et al [19], a ribavirina aumenta o riseoréacdes cutaneas adversas, dentre
elas o LPB [20-22].

Strumia et al [23] reportaram que o interferon g@oodduzir a migragcédo de
células T para a pele devido a sua habilidade etimwar os queratindcitos a

produzirem interleucina-2. Complementando tal imacdo, Mourad et al [24]
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afirmaram que tumores de medula Gssea interlelipasitivos apresentaram uma
média de NORs significativamente maior do que iitlies saudaveis, e Simark-
Mattsson et al [25] relataram que as células de d®Bdos os casos por eles estudados
expressaram MRNA para interleucina-2. Os eventhgaces previamente descritos,
somados aos resultados histoquimicos do presentdoesugerem que o interferon
e/ou a ribavirina podem aumentar o nimero de NQRsficleo em células da mucosa
bucal, indicando uma possivel relacdo entre tratéonanti-VHC e LPB, fato clinico
previamente observado na literatura [17-19,22].

Contudo, tal aumento na atividade proliferativaulzel de pacientes VHC+
previamente tratados pode estar também associaddras doencas bucais, como a
displasia ou o carcinoma bucal. Embasando clinioéental afirmag&o, Gandolfo et al
[10] avaliaram pacientes com LPB e monitoraram qoicamente. Estes autores
reportaram que os pacientes infectados por VHCameuma chance trés vezes maior
de desenvolver cancer bucal do que os nao infextaloesar destes resultados, o
estudo de Gandolfo et al [10] ndo mencionou se axseptes estavam ou ndo sob
tratamento antiviral para VHC, diferentemente despnte estudo. Tais achados
chamam atencao para o envolvimento do VHC no awndatatividade proliferativa
celular tecidual.

Nota—se ainda que os carcinomas bucais verrucogocélulas escamosas tem
sido descritos em pacientes infectados por VHCgpeddentemente da presenca de
LPB [26,27]. Amostras positivas de VHC-RNA forantet#adas em tecidos de céancer
bucal [28] e de LPB [29]. Algumas proteinas do VHIEnominadasthe coré e “the
non-structural 3 proteity podem acelerar o ciclo celular vitro [30,31]. Tal afirmacé&o
pode explicar porque os pacientes VHC+ previameatados apresentaram uma maior

atividade proliferativa celular guando comparadus @gemais grupos.
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Michele et al [32] avaliaram 165 pacientes afetaposs infeccéo crénica por
VHC, acompanhando-os por trés anos. Consideratigo de terapia antiviral utilizada
para curar a hepatite cronica, 36 dos pacientes @riagens” de tratamento, e os 129
restantes estavam sob tratamento ou ja tinhamizZa o tratamento sem resultado
efetivo contra o virus. Os Unicos dois pacientes gpresentaram lesdes de LPB
estavam realizando tratamento com interferon eviniba durante o exame. Os autores
afirmaram que os possiveis fatores de risco ashuxi@om a presenca de LPB
indicaram que apenas a infecgéo cronica por VHE@dtitisticamente significativa €
0,05). Baseados nos resultados do estudo cliniddicieele et al [32] e nos resultados
histoquimicos de nosso estudo, pode-se sugeriée Qossivel que exista uma possivel
relacéo entre o tratamento anti-VHC e o LPB.

No presente estudo, o niumero médio de NORs no glegaacientes com LPB
(3,30) foi estatisticamente equivalente aquelepdm$entes do Grupo de Controle (3,12)
e de pacientes VHC+ sem tratamento prévio (3,18)eror do que aquele do grupo de
pacientes VHC+ previamente tratados (4,08). Esteltadlo é diferente do obtido por
Silva Fonseca e Carmo [5], que afirmaram que o ndnmédio de NORs foi
estatisticamente maior em casos de LPB do que emenpas com mucosa bucal
normal. No entanto, estes autores realizaram aegmacao pela prata em tecido fixado
em formol, estocado em blocos de parafina, e namatarial proveniente de citologia

como feito no presente estudo, o que pode terendliado a diferenca nos resultados.
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6.6. Conclusao

O tratamento anti-VHC pode desempenhar um papettin@ade proliferativa
celular, justificando-se estudos longitudinais pa&@nfirmar uma possivel maior
prevaléncia do LPB nos pacientes VHC+ sob tratamdimtretanto, outras doencas
bucais, neoplasicas por exemplo, também podem eslacionadas com a maior
atividade proliferativa celular verificada no prete estudo em pacientes VHC+ sob
tratamento antiviral, o que deve ser criteriosam@esquisado frente a possivel relagéo

entre LPB e VHC.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo se dividiu em trés momentogrieiro, buscou-se realizar
uma revisdo de literatura enfocando a relagcdo entt®B e o VHC. No segundo,
procurou-se, através da avaliagdo clinica longitidide pacientes com LPB e
portadores de VHC, estabelecer uma possivel relagdtoe as enfermidades.
Finalmente, no terceiro momento, avaliou-se poronaei método AgNOR a atividade
proliferativa celular das lesdes de LPB de pacgemsem VHC e da mucosa bucal
normal de portadores de VHC, tratados ou néo perfaron e ribavirina.

Como pdde ser notado a partir do levantamento dgtdfico realizado,
numerosos estudos clinicos tem demonstrado umeiagdo entre a presenca de LPB e
a infeccdo por VHC (GROSSMANNet al, 2007; GROSSMANet al, 2009;
BERMEJO-FENOLLet al, 2010; BIRKENFELDet al, 2010; VACHIRAMON et al,
2010). No entanto, para outros autores, tal relagiéd@da se mostra questionvel
(CHAINANI-WU et al, 2004; RANDAZZOet al, 2005; CARROZZO, 2008). Tais
diferencas nos resultados dos trabalhos provavéénsendéem, segundo Chainani-Wu
et al. (2004), devido as diferentes populacbes estudadiesign dos estudos e
distribuicdo dos possiveis agentes confundidoremdcfaixa etaria dos pacientes e
regido geografica estudada), resultando em impedaneses, 0os quais podem conduzir
a conclusdes erroneas.

Com relacéo ao estudo clinico longitudinal realizaavaliou-se um grupo de 33
pacientes VHC+ e outro grupo de 18 portadores d& J®mo resultado, obteve-se que
uma paciente VHC+ (3,03%) apresentou lesfes de e PBnhum paciente do grupo
dos portadores de LPB apresentou infeccdo por VH@icando relacdo

estatisticamente significativa entre a ocorrén@a duas enfermidades. Tal resultado
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sugere que a populagdo VHC+ estudada teve umal@neismade LPB maior do que a
populacdo sem o virus, que segundo Grossraaah (2007) e Birkenfeldet al. (2010)
varia de 0,1% a 2%. Talvez o fato do presente estied apresentado relacdo
significativa entre o LPB e a infec¢cdo por VHC asediferente se o periodo de
acompanhamento clinico dos pacientes fosse maiquedl2 meses, 0 que € intencdo
dos pesquisadores em estudos futuros. Assim, afimeate, os resultados do presente
estudo vem ao encontro dos de Micheteal. (2007) e Grossmanet al. (2007), que
concluiram que nao ha relacao clinica clara entleB e a infec¢do crénica por VHC.

No momento do delineamento da parte clinica degmte estudo, a intencdo era
acompanhar um grupo de pacientes VHC+ “virgenstra@mento antiviral ao longo
do tratamento com interferon e ribavirina, reexamdo-os em dois intervalos de seis
meses, uma vez que nenhum trabalho com tal desiggnfontrado na literatura. No
entanto, no decorrer do estudo, notou-se que 6reek2s apds o exame inicial dos 33
pacientes “virgens” de tratamento antiviral, os mes n&o iniciaram o tratamento com
interferon e ribavirina, uma vez que, para seradig, tal tratamento deve considerar o
risco de progressdo da doenga, a probabilidadeesigosta terapéutica, os efeitos
adversos do tratamento e a presenca de comorbi(BiRASIL, 2011). Além de né&o ter
sido possivel 0 acompanhamento do inicio do tratsorentiviral nos pacientes VHC+,
notou-se que aqueles que ja haviam iniciado tahpéartica ndo tinham uma
padronizacdo de tempo de recebimento do medicamgaitmlo assim, na parte clinica
do presente estudo foram incluidos apenas paciéniggens” de tratamento com
interferon e ribavirina, com o objetivo de verificge a infeccédo por VHC, por si so, esta
relacionada a manifestagéo clinica de LPB.

Além disso, se tornou impossivel determinar hantudaempo os pacientes

VHC+ eram portadores do virus, uma vez que 0s megmacuravam atendimento
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médico apenas quando do aparecimento dos sintaanidsphtite C, fato este que varia
de paciente para paciente, segundo Gueregiah (2005).

Lodi et al. (2004) afirmam gue a maior parte dos pacientes IdBB possuem
50 anos ou mais. Assim, para tais autores, a gifangeéncia de VHC+ encontrada em
grupos de portadores de LPB é apenas uma coinddémma vez que as duas
enfermidades acometem pacientes nessa faixa et@rarelacdo causal. No presente
estudo, apesar de a faixa etaria ndo estar estatiginte associada a presenca de LPB
ou VHC, a maior parte dos VHC+ e dos portadorekRI# estava entre os 43 e os 60
anos de idade, o que vem ao encontro de estudocarf@ERMEJO-FENOLLet al,
2010).

Tendo em vista que, clinicamente, o presente estwcontrou relacao
estatistica entre LPB e infeccéo pelo VHC e leveselem consideracdo que o método
AgNOR poderia ser Gtil na comparacédo da atividawdiferativa celular de lesées de
LPB e da mucosa bucal normal de portadores de \HIC/A FONSECA e CARMO,
2001), optou-se por acrescentar a pesquisa umaseaimdtoquimica pelo AGQNOR em
material oriundo de citologia esfoliativa da mucbsaal. Ao se analisar os resultados
do estudo histoquimico, nota-se que o grupo deeptas VHC+ previamente tratados
com interferon e ribavirina mostrou um nimero deR¥(or nucleo estatisticamente
maior do que os demais grupos, evidenciando mawdade proliferativa celular, o
que indica uma possivel relacdo entre o tratamanteVHC e o LPB, fato este ja
relatado clinicamente na literatura (GRIFFITIdSal, 1989; SCHLESINGERet al,
1997; SOOKOIANet al,1999; NAGAOet al, 2005; GROSSMANNt al, 2008).

Embora ndo tenha sido objeto da presente pescaba;se que carcinomas
bucais tem sido reportados em pacientes VHC+ imdbpeemente da presenca de LPB

(NAGAO et al, 1995; CARROZZOCet al, 1997). Este fato pode explicar porque o0s
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pacientes VHC+ previamente tratados apresentaraanatividade proliferativa maior
guando comparados aos demais grupos. Assim seade;se inferir também que tal
atividade proliferativa celular possa estar relaata a presenca de lesdes displasicas
bucais.

Cabe ainda ressaltar que, seguindo a tendénciatddos prévios (AHMED e
BABIKER, 2009; SOUSAet al, 2009), notou-se no presente trabalho que a
impregnacédo pela prata do material coletado porondei citologia esfoliativa foi
efetiva, uma vez que ndo foram encontradas difacldd técnicas. Além do aspecto
técnico, o método aplicado possibilitou a detecgho diferencas na atividade
proliferativa celular entre os grupos estudados.m@todo também se mostrou
reprodutivel e confiavel, uma vez que as avalia@des e intra-examinadores foram

estatisticamente satisfatorias.
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos na revisdo derditea, estudo clinico
longitudinal e estudo histoquimico transversal,resente trabalho permite chegar as

seguintes conclusoes:

- A literatura se mostra dividida em relagcéo aogbdp LPB como marcador precoce de
infeccdo pelo VHC. Assim, sdo aventadas diverspStéses acerca da relacdo de tais

enfermidades, mas ainda néo se pode chegar a untlas@o definitiva;

- A associacao estatistica entre LPB e infeccao/pt foi verificada na populacéo da
macro-regido de Passo Fundo/RS/Brasil, até o mamamt que os pacientes foram
avaliados. Porém, maiores evidéncias clinicas eéessarias para real comprovacao da

relagao entre LPB e VHC,;

- O estudo histoquimico transversal por meio dood@tAgNOR sugere que a mucosa
bucal de pacientes VHC+ previamente tratados gerferon e ribavirina apresentam
uma maior atividade proliferativa celular que omdes grupos estudados. Estes dados
ainda néo sao suficientes para comprovar a relde&@ausa e efeito entre LPB e VHC,
visto que outras doencas bucais também podem apaeseaior atividade proliferativa

celular.
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10. ANEXOS

ANEXO 1 — Normas de publicacdo do Clinical Oral Investigations

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the wodsatibed has not been published
before; that it is not under consideration for pediion anywhere else; that its

publication has been approved by all co-authoranyf, as well as by the responsible
authorities — tacitly or explicitly — at the instie where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsilsieould there be any claims for

compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or tgdssages that have already been
published elsewhere are required to obtain peroniskom the copyright owner(s) for
both the print and online format and to includedevice that such permission has been
granted when submitting their papers. Any mategakived without such evidence will
be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online.cEtenic submission substantially
reduces the editorial processing and reviewing gimed shortens overall publication
times. Please follow the hyperlink “Submit onlingi the right and upload all of your
manuscript files following the instructions given the screen.

Further Useful Information

The Springer Author Academy is a set of comprelvensnline training pages mainly
geared towards first-time authors. At this poingrenthan 50 pages offer advice to
authors on how to write and publish a journal &tic

Title Page
The title page should include: The name(s) of td@(s), A concise and informative
title, The affiliation(s) and address(es) of thehaw(s), The e-mail address, telephone
and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 tov&@s which should be divided into
the following sections:
Objectives (stating the main purposes and reseprestion)

Materials and Methods
Results
Conclusions
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Clinical Relevance
These headings must appear in the abstract.

Key words
Please provide 4 to 6 keywords which can be usemhd@xing purposes.
Text

Text Formatting - Manuscripts should be submittetMord.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Rojrfar text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to nurtiieepages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, mosplace bar.
Use the table function, not spreadsheets, to naked.
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Save your file in docx format (Word 2007 or higher)doc format (older Word
versions).Word template (zip, 154 kB)

Manuscripts with mathematical content can alsourstted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displagadihgs.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mentiod ased consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional inforrmatichich may include the citation of
a reference included in the reference list. Theyukhnot consist solely of a reference
citation, and they should never include the biblamdpic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutiviebge to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks fgnificance values and other statistical
data). Footnotes to the title or the authors ofdttiele are not given reference symbols.
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For the best quality final product, it is highlycoenmended that you submit all of your
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be produced to the highest standards with the ggeatcuracy to detail. The published
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Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to crbatartwork.

For vector graphics, the preferred format is ERB;hlalftones, please use TIFF
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Figure Lettering
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69



Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic nuneeral
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If an appendix appears in your article and it cmtane or more figures, continue
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should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption desgriliccurately what the figure
depicts. Include the captions in the text fileleg thanuscript, not in the figure file.
Figure captions begin with the term Fig. in bolddyfollowed by the figure number,
also in bold type.

No punctuation is to be included after the numimer, is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in thgure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by givingetriginal source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fithe column width.

For most journals the figures should be 39 mm, &4, 29 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures khbe 80 mm or 122 mm wide
and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been @ltgd elsewhere, you must obtain
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ANEXO 2 — Aprovacdes do trabalho pelo Comité de Bta em Pesquisa do Hospital
Séo Vicente de Paulo e da Universidade de Passo Hon

Universidade de Passo Fundo

Faculdade de Odontologia

A Administracio do Hospital Sio Vicente de Paulo de Passo Fundo

TERMO DE CONCORDANCIA

Pelo presente instrumento. declaro que esta mstituigao foi informada de form:
clara ¢ detalhada sobre os objetives e justificativa do projeto de pesquisa "Relacio entre
liquen plano bucal e contaminacio pelo virus da hepatite C” ¢ concorda com a
realizagio do mesmo junto aos pacientes internados no HSVP e identificados atraveés

das notilicacoes realizadas pelo Nicleo de Vigilineia Epidemiologica da mesma

instituiciao,
l.m.'lm?/ém -1 H’QP;L

NETE A

Adminisiracio dg Hob ¥io Vicente de Paulo

Passo Fundo, 12/06/2(09
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‘k UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
QU PF YICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
” COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

0 Comité de Etica em Pesquisa — UPF, em reunifio no dia 05/05/09, analisou o projeto
de pesquisa “Relagiio entre liquen plano bucal e contaminagiio pelo virus da hepatite C”,
registro no CEP 050/2009, CAAE n® 0029.0.398.000-09, de responsabilidade da pesquisadora
Soluete Oliveira da Silva.

O projeto tem como objetivo identificar a relagio existente entre Liguen Plano Bucal
(L.PB) e hepatite C correlacionando a evolugdo desses pacientes perante o tratamento antiviral
com a presenca de Liquen Plano Bucal. Para isto a pesquisadora fard um estudo
epidemiolégico, longitudinal observacional e analitico envolvendo todos os individuos
portadores de hepatite C internados ou em tratamento no Hospital Siio Vicente de Paulo no
municipio de Passo Fundo-RS, no periodo de janeiro de 2009 a sctembro de 2010, os quais
serdo submetidos a exame clinico (anamnésico + fisico) para averiguacio da presenca de
lesdes de LPB (Grupo 1) e todos os individuos portadores de LPB atendidos na Clinica de
Diagnostico Oral 11 da Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo no periodo
de marco de 2003 a setembro de 2010, os quais serdo submetidos a exame soroldgico anti-
HCV e exame clinico (anamnésico + fisico). Seis meses e um ano apés o inicio da terapia
antiviral, 0s participantes serdo reavaliados quanto i carga viral de HCV e quanto 4 presenca
de lesbes de LPB, a fim de verificar sua regressiio. Os pacientes receberdo orientacoes sobre a
doenga bucal efou sistémica (quando identificada) e sobre a maneira de conviver com a
mesma. Os participantes cujo teste anti-HCV for positivo serdo encaminhados ao servigo
especializado de tratamento da hepatite C no Hospital Sdo Vicente de Paulo

Apos a analise o Comité considerou o projeto relevante e de valor cientifico. Foram
apontadas pendéncias no protocolo, as quais foram devidamente atendidas pela pesquisadora.
Os direitos fundamentais dos participantes foram garantidos no projeto e no Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido apresentado, O protocolo foi instruido e apresentado de
maneira completa e adequada. Os compromissos da pesquisadora e das instituicdes
envolvidas estavam presentes.

Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribuicdes definidas na
Resolugio CNS 196/96, manifesta-se pela aprovaciio do projeto de pesquisa na forma
como foi proposto,

A pesquisadora devera apresentar relatorio a este CEP ao final do estudo.

Situacio: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 23 de junho de 2009
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VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQO

L UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
U P E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A
N
PARECER N. 266/2011

O Comité de Ftica em Pesquisa — UPF, em reunido no dia 29/06/2011 . analisou o
projeto de pesquisa “Avaliacio da atividade proliferativa celular de pacientes com liquen
plano ou hepatite C por meio do método Ag-NOR", CAAE n® 0091.0.398.000-11, de
responsabilidade da(o) pesquisador{a) Joio Paulo de Carli.

O projeto tem como objetivo (s): Avaliar histoquimicamente o potencial proliferativo
de casos de LPR ¢ da mucosa bucal de portadores de VHC diagnosticados na regido de Passo
Fundo — RS, por meio de marcador de proliferagdo celular (Ag-NOR): avaliar a idade. sexo,
raga de pacientes acometidos por LPB ¢ VHC e verificar se a LPB pode ser ocasionada pelo
VHC.,

Trata-se de uma pesquisa transversal, quantitativa, com cerca de 43 pacientes,
divididos em trés grupos: a) 15 pacientes com VHC; b) 13 com LPV ¢ ¢) 15 académicos do
curso de Odontologia da UPF, doadores de sangue, com auséncia de HCV e LPV, por meio de
de uma ficha de dados clinicos ¢ pela coleta das células da mucosa, por meio de uma escova
pequena com cerdas de nailon, que serd aplicada de forma suave ¢ em movimentos giratotios
na bochecha, Algum desconforto poderd ocorrer ao abrir a boca ¢ tracionar a bochecha para
manter as cerdas da escova em contato com a mucosa, O beneficio da pesquisa para o paciente
estard relacionado ao resultado do exame, que mostrara se as lesdes de liquen plano tém ou
nao alteragdes nas células epiteliais da mucosa bucal relacionadas 4 hepatite C. apos a
avaliagdo em microscopio de luz.

Os direitos fundamentais dos participantes foram garantidos no projeto ¢ no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O protocolo foi instruido e apresentade de maneira
completa ¢ adequada. Os compromissos da pesquisadora e das instituigGes envolvidas estavam
presentes. O projeto foi considerado claro em seus aspectos cientificos, metodologicos e
¢licos.

Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribuigies definidas na Resolugio
CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

O pesyuisador deverd apresentar relatorio a este CEP no final do estudo.

Situagio: PROTOCOLO APROVADO

. - /7 Passo Fundo, 02 de julho de 2011
”x" 1 c{“’_;_—_ﬁ_;é;_é;

“Nadir Antonio Pichler
('oordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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ANEXO 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecm assinado pelos sujeitos
da pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, .(nome do sujeito da pesquisa, nacionalidade, idae&tado civil, profisséo,
endereco, RQG) estou sendo convidado a participar de um estueltordinado
RELACAO ENTRE LIQUEN PLANO BUCAL E CONTAMINACAO PEL O
VIRUS DA HEPATITE C - PREVALENCIA DE CASOS E
COMPORTAMENTO DAS LESOES BUCAIS FRENTE A DIFERENTES
TERAPEUTICAS ANTIVIRAIS , cujos objetivos e justificativas s&o:

1) Verificar se a presenca da doenca liquen plamalbesta relacionada com a
contaminacdao pelo virus da hepatite C;

2) Avaliar a presenca de liguen plano bucal emepées que respondem e que nao
respondem ao tratamento para hepatite C.

A minha participacdo no referido estudo sera naidende responder a um
questionario sobre minha saude bucal e geral,ubgnetido a um exame de boca e, se
eu tiver lesdes em boca e concordar, também saidaga uma bidpsia bucal (remocéo
de um pequeno fragmento da mucosa da boca para eramscopico).

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, gusesperar alguns beneficios, tais
como: surgimento denovas técnicas de descoberta das doencas bucgerais que
possuo (diagnostico) e de tratamento para as mesmasficiando a mim mesmo e a
populacdo que delas necessitar. Relativamente aaisnpes que possuirem hepatite C
(Grupo Caso) e lesdes bucais de liquen plano, fibes serdo no sentido de instituir
uma possivel correlacdo entre a presenca das lbs@ass e a carga viral de HCV,
facilitando assim a observagdo da efetividade dtartento antiviral da hepatite.
Quanto aos pacientes do Grupo Controle (portadiedégquen plano bucal atendidos
nas faculdades de Odontologia), os mesmos teraefibenquanto a um possivel
diagnéstico de hepatite C por meio da identificasitesdes bucais de liquen plano.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos nedess&obre 0s possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levem@&m conta que € uma pesquisa, e
0s resultados positivos ou negativos somente sebfidos ap0s a sua realizacao.
Assim, estou ciente de que posso sentir um peqdiesaonforto decorrente da biopsia

de boca, a qual podera sangrar e doer um pouco.
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Estou ciente de que minha privacidade sera resjeitau seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de uwgrafgrma, me identificar, sera
mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar &ipant do estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem prgast#icar, e de, por desejar sair
da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo atéssia que venho recebendo. Foi-me
esclarecido, igualmente, que eu posso optar pardusgtalternativos ,que sao: continuar
a ser tratado nesta instituicdo sem a participaegmesquisa.

Os pesquisadores envolvidos com o referido prg@&tooDr. Jodo Paulo De Carli
e o Dr. Paulo Henrigue Couto Souz& com eles poderei manter contato pelo telefone
(54) 9112-3079.

E assegurada a assisténcia durante todaipashem como me é garantido o
livre acesso a todas as informacdes e esclaremsadicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que eu queira salies,atiurante e depois da minha
participacéo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor deotodaqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja refeedtudo, manifesto meu livre
consentimento em patrticipar, estando totalmenteteide que ndo ha nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar, por minha patém

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa daeoma participacdo na
pesquisa, havera ressarcimento na forma seguienelwtdo do montante em dinheiro.
De igual maneira, caso ocorra algum dano decordatainha participagdao no estudo,

serei devidamente indenizado, conforme determiaa a

Curitiba/Passo Fundo, ... de ... de 20009.

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) resp@l(responsaveis)
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ANEXO 4 — Questionario e ficha de exame dos pacierst do estudo clinico
(portadores de LPB e VHC)

Ficha a ser utilizada no exame clinico dos pacvitdC+ e LPB+:
QUESTIONARIO E FICHA DE EXAME DOS PACIENTES N°

GRUPO:

[2Y:\o) = SEXO:)F ()M

Esquema terapéutico antiviral a ser iniciado ($®10AS0).............cccceveiiieeeeeeeneenn.

Histéria Familial: Liquen Plano ( ) Sim ( ) NaoHepatite C ( ) Sim ( ) Nao
Idade em que comecaram a surgir as primeiras |e&EBB: ............cccciiiien.

Uso prévio de medicamentos: ( ) Sim ( ) Nao
( ) AINE () Corticéide sistémico ( ) Comicle tépico ( ) Dapsona

( ) Ciclosporina ( ) Metotrexate ( ) Inendn ( ) Talidomida () Ribavirina

Fumo ( ) Alcool ( ) Exposicéo ao frio ()

Doencas Sistémicas: Hipertensao ( ) Sim (9 Naiabete ( ) Sim ( ) Nao
Depressdo ( ) Sim ( ) Ndo Ansiedade ( ) Sin) Néao

Estresse( ) Sim () Nao

Exame Fisico

Extrabucal: ( ) normal ( ) alteracdes

( )Face () Tronco ( )Abdomem ( )Brac( ) Pernas

Liquen Plano: ( ) Placa ( ) Reticular ( Ji&so ( ) Erosivo
Sintomatologia: ( ) Prurido ( ) Dor ( ) Auge ( ) Outro

Intrabucal: ( ) normal ( ) alteragGes

( ) Labio inferior ( ) Labio superior ( )o@issuras

( ) Bochecha ( )direita ( )esquerda

( ) Palato duro ( ) Palato Mole ( ) Gengsugerior ( ) Gengiva inferior
Lingua: ( ) Normal ( ) Alterada

( ) Dorso ( )Margens ( ) Regiao anteripr) Regido posterior ( ) Ventre
( ) Assoalho bucal ( ) Area retromolar

Volume de saliva: ( ) normal ( ) aumentado) diminuido
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Qualidade de saliva: ( ) viscosa ( ) fluida

Ardéncia bucal: () Sim ( ) Nao

Alteracdo no paladar: ( ) Sim ( ) N&o

Ulceras bucais: ( ) traumaticas ( ) aftas

Liquen plano reticular(linhas brancas ceratéticas que se entrelacame@gato
bilateralmente, principalmente na regido posteteomucosa jugal, palato e margens ou
dorso linguais): ( ) Sim ( ) Nao

Liquen plano erosivqregides mucosas erosadas atréficas, eritematosas,centro
ulcerado em graus variados, potencialmente bilateradoloridas, principalmente na
regido posterior da mucosa jugal, margens lingoaiem toda a extensdo da mucosa
gengival — gengivite descamativa): ( ) Sim N&p

Liquen plano bolhosd@bolhas e/ou ulceracbes potencialmente bilatetistamanho
variavel, doloridas principalmente na regido pasteda mucosa jugal, margens
linguais e mucosa labial, clinicamente mais grawe @ forma erosiva) ( ) Sim ( ) Nao
Liquen plano em placa(placas brancas ceratéticas potencialmente laiater
assintomaticas, principalmente na regido do dangoidl ou mucosa jugal)

( )Sim ( )Nao

Lingua geogréfica: ( ) Sim ( ) Nao

Lingua Fissurada: ( ) Sim ( ) Nao

Queilite angular: () Sim ( ) Nao

Estomatite Geografica: ( ) Sim ( ) Nao

Grau de higiene bucal: ( ) boa ( ) regulan ruim

Gengivite: () Sim ( ) Nao

Periodontite: ( ) Sim ( ) Nao

Uso de proteses: ( ) Sim () Nao () parc(a) total
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ANEXO 5. ARTICLE Il (VERSAO EM INGLES) *

Jodo Paulo De CafjiPaulo Henrique Couto Sotiza

 Faculdade de Odontologia, Universidade de Pasadd;199052-900, Passo Fundo,
Rio Grande do Sul, Brazil

b Escola de Salde e Biociéncias, Pontificia Unidedg Catdlica do Parana, 80215-
901, Curitiba, Parana, Brazil

A longitudinal clinical study to evaluate the relaton between oral lichen planus
and hepatitis C

5.1. Abstract

Introduction: Oral lichen planus (OLP) is a chronic inflammatanucocutaneous
disease that frequently involves the oral mucoseceRt studies have confirmed a
significant association between OLP and liver dissain particular with hepatitis C
virus (HCV) infection.Objective: To carry out a longitudinal clinical study of patis
with OLP or HCV infection in order to evaluate aspible correlation between these
diseases. In addition, the influence of patientg,asex, major systemic diseases and
drugs on that relation were also evaluaMdterials and Methods: Fifty-one patients -
33 with HCV infection diagnosed by anti-HCV and HRNA [HCV+ Group] and 18
with OLP confirmed histopathologically [OLP+ Group)were clinically evaluated in
three moments (0, 6 and 12 monti®gsults: From those 33 HCV+ patients, only one
was clinically and histologically positive for OL(Pearson Chi-Square Test — 46.852,

= 7.65 x 10. The 18 patients of OLP+ Group showed typicahicil and
histopathological features of reticular/plaque OERtients’ age, sex, major systemic
diseases and medications did not show influendd@woccurrence of OLP or HCY &
0.05).Conclusions: Despite one patient VHC+ developed OLP duringdimse of such
study, more active epidemiological studies on lardata samples/follow-ups and
specific laboratory tests should be carried outléwify the real relationship between
OLP and HCV.Clinical Relevance: Patients with OLP can be screened for the
presence of HCV infection.

Key words: Hepatitis C; Lichen Planus; Mouth Mucosa; RisktBex

* Corresponding author:

Paulo Henrique Couto Souza

Professor Titular do Curso de Odontologia da Esd#aSaude e Biociéncias da
PUCPR.

Rua Imaculada Conceicao, 1555, 80215-901 - CufRiRaBrasil. Tel.: (5541) 3271
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“ To be published in Clinical Oral Investigations\NEX 1).
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5.2. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is considered abpc health problem, with
significant morbidity and mortality [1]. Consequisntthe extrahepatic manifestations
of hepatitis C, such as oral lichen planus (OLP)sttbe known by general clinicians
allowing earlier diagnosis and treatment [2-5].

The first study indicating association between olodiver disease and lichen
planus was published in 1978 [6]. After, studievehaeported the coexistence of
chronic hepatitis C and lichen planus, particul®ilf [1,4,5]. However, differences in
populations, study designs and distributions ofept&l confounders are important
biases which may conduct to erroneous conclusigps [

Several clinical studies have shown an associdtegween HCV infection and
OLP [1,4,5,8,9]. However, this relationship stikmmains a subject of controversy
[3,7,10] once both diseases would occur indepehd@mtpatients aging 50 years or
older [11]. The influence of geographic locatiom®@d be also considered, since the
association between HCV and OLP seems to be mesalgnt in Japan, United States
of America and southern Europe [12].

The objective of this study was to carry out aesbational longitudinal clinical
study enrolling patients with OLP or HCV infectian order to verify a possible
relationship between these diseases. Furthermorassess the effect of age, sex,
systemic diseases and drugs used by these patietits occurrence of OLP or HCV

infection.
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5.3. Materials and Methods

The study was approved by Ethics Committee of Usidade de Passo Fundo,
Brazil (protocol No. 050/2009) and by the Resedstbup of Hospital Sdo Vicente de
Paulo de Passo Fundo/RS, Brazil (ANNEX 2). All &gl participating in the present
study gave a written informed consent (ANNEX 3).

Was performed a longitudinal observational clinisaldy in two groups of
patients belonging to the macro-region of 6th He&@bordinator of the State of Rio
Grande do Sul, located in Passo Fundo, South dilBcamposed of 58 municipalities.
The study groups were:

- HCV+ Group (1): patients treated at the Hosp8ab Vicente de Paulo from
March 2010 to June 2011, who were submitted foliracal interview and three six-
monthly periodical extra/intraoral examinations' (2 and 3 times) (ANNEX 4). If
they had lesions compatible with OLP in one of ¢hpsriods, an intraoral biopsy for
histopathological diagnosis of the lesions wasqreréd.

- LPB+ Group (2): patients treated at the ClinicStdmatology, Faculdade de
Odontologia, Universidade de Passo Fundo from M&@hO to June 2011, were
submitted to a clinical interview, determinationsefrum anti-HCV antibodies and three
six-monthly periodical clinical extra/intraoral eriations (£, 2 and & meetings).
These patients underwent intraoral biopsies fdopethological diagnosis of OLP.

For all patients (Groups 1 and 2), age, sex, systdimeases and drugs utilized
where registered for further evaluation.

The inclusion/exclusion criteria of two groups described now:

For HCV+ Group: Inclusion - patients with hepat@sconfirmed by means of

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and HCNAR patients who have
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never been treated with interferon and ribavirivirffins” of treatment); patients with
hematological conditions (thrombocytes above 50106¢ blood).

Exclusion - patients with hepatitis C confirmed yordy means of ELISA;
patients who have already been treated with intemf@nd ribavirin; patients without
hematological conditions (thrombocytes below 50/606° blood).

For OLP+ Group: Inclusion - patients with retiapdaque OLP clinically and
histopathologically confirmed.

Exclusion - patients with metallic dental restavat or using drugs that could
cause lichenoid lesions.

To perform the clinical and histopathological asaly of OLP lesions, the
criteria proposed by Krutchkoff et al [13] and w@&r Meij and van der Waal [14] were
used. A light microscope (OlympusBX 50, Olympus Corporation of the Americas,
Center Valley, PA, USA) was used to analyze tisspecimens on hematoxylin-eosin
staining (H.E.).

Considering the results, all data were analyzeddbgcriptive statistics of
frequency and Pearson Chi-Square test. The signidie level was 95%p (< 0.05). For

this purpose, was used SPS&ftware version 13.0.

5.4. Results

The most significant results are presented beldwble 1 shows the

epidemiological data from two studied groups.
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Table 1 —Description of the epidemiological data from tvodied groups

HCV+ (n = 33) OLP+ (n = 18) TOTAL (n = 51)
SEX F M F M F M
21 12 12 06 33 18
AGE MEAN (+S.D.) 52.21 (+13.48) 53.72 (+1B)7 52.97 (+14.56)

In OLP+ Group (2), all patients had clinical andstbpathological lesions
consistent with reticular/plague OLP, whereas inrvH@roup (1), only one patient had
OLP. Nevertheless, it was noticed that there watissital significance between the
presence of HCV and OLP (Pearson Chi-Square T46t852p = 7.65 x 10").

None of 33 patients in HCV+ Group (1), underweratment for the disease
during the period of twelve months.

During the clinical follow-up there was no presemteOLP lesions in HCV+
Group, except the patient who presented OLP simeenitial examination. For OLP+
Group (2), it was noticed that 16 patients hadstmae clinical situation of OLP lesions
observed at baseline and two patients developegletenremission of lesions, one at 6
months and another at 12 months after diagnosigudhthey were not using drugs to
treat OLP.

Patients aged between 43 and 60 years were theaffiested by HCV infection
(HCV+ Group — S.D. £4.99 years) and OLP (OLP+ Greud.55 years) (Fig. 1), but it
was noticed that there was no significant relatiqmbetween age and presence of HCV
or OLP (Pearson Chi-Square Test — 0.127 and 0[58).938 and 0.924 for Groups 1
and 2, respectively). There was also no statistedationship between sex and presence
of HCV or OLP (Pearson Chi-Square Test — 0.047 @@83,p = 0.829 and 0.669 for

Groups 1 and 2, respectively).
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Figure 1 - Number of patients in HCV+ Group (blue columns)l &LP+ Group (red columns) by
age
Figure 2 shows that hypertension and diabetes therenost frequent systemic
diseases in patients from the HCV+ and OLP+ Grolipgas noticed that there was no
significant relationships between systemic diseasekthe presence of HCV or OLP
(Pearson Chi-Square Test — 6.250 and 6.p7#50.856 and 0.801 for Groups 1 and 2,

respectively).
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Figure 2 - Number of patients with systemic diseases in H¢Mue bars) and OLP+ (red bars) Groups

From 18 patients evaluated in OLP+ Group, 10 @H.Seported being
"emotionally shaken”, with anxiety or depressionkelwise 17 (51.5%) out of 33
patients in the HCV+ Group, including the only patiwho had OLP, were considered
nervous people. Nevertheless, there was no significelationship between relate of
stress/anxiety by patients and presence of HCV ld? (Pearson Chi-Square Test —
6.250 and 6.97% = 0.856 and 0.801 for Groups 1 and 2, respeciively

Figure 3 shows that antihypertensive drugs weeentbst used in both groups
of patients. However, there was no significanttrefeship between the use of drugs and
the presence of HCV or OLP (Pearson Chi-SquareT&4t145 and 13.77p,= 0.225

and 0.246 for Groups 1 and 2, respectively).
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Figure 3 - Number of patients and the medications they useeaiHCV+ Group (blue bars) and OLP+
Group (red bars)

5.5. Discussion
Our study evaluated a group of 33 HCV+ patientsgins” of treatment with

interferon and/or ribavirin at three different tismeover one year of follow-up.
Considering the investigated sample and the timelioical follow-up of patients
(twelve months), it may be noticed that in the maagion of 6th Regional Health
Coordinator Rio Grande do Sul, headquartered isd®&sindo, South of Brazil, there
was statistical relationship between HCV infectzmd the occurrence of OLP, although
only one patient in HCV+ Group (3.03%) presenteal tasions of lichen planus. This
index suggests that the population HCV+ studie lmes a higher prevalence of OLP
than patients without the virus, which, accordiagarossmann et al [8] and Birkenfeld

et al [4], ranges from 0.1 to 2%.

87



Perhaps our study’s outcome of significant relatiop between OLP and HCV
would be different if the follow-up of patients wareased, what is intention of the
researchers in future studies. Thus, clinicallg timdings of our study compare with
those of Michele et al [15] and Grossmann et al {8t concluded there is no clear
relationship between OLP and chronic HCV infection.

The outcome of epidemic investigations varies @rably in different
geographic regions. In Japan, Italy, Nigeria andil@ind [11,16-18], the prevalence of
HCV infection in OLP patients ranged from 8.33%6G0%, statistically higher than
respective controls. However, this could not beficored in Netherlands, Germany,
Serbia and southeast of Brazil [19-22] there wadifference in the HCV infection rate
between the patients with OLP and the general adipual.

Carrozzo [10] reported that HCV+ patients develepions of OLP later,
probably through an immune pathology process; hewethis is not clearly defined
yet. One of drawbacks in the present study is ithaas impossible to determine the
time of the HCV infection, since the patients irgd in this study were asymptomatic
and found to be carriers of HCV in routine examuona.

In the present study were included only patientsgins” of treatment with
interferon and ribavirin because it was not possiblithin twelve months, intercept
patients who started antiviral treatment. Thuss #tudy aimed to determine if HCV
infection influences the origin of the OLP.

Carbone et al [23] affirmed that OLP has a chrotocirse, with a trivial
percentage of patients showing complete and defnitealing (2.5 to 17%). Such
statement seems to explain the findings of ourystsithce at 6 and 12 months follow-

up visits, 2 out of 18 patients with OLP from OLB+oup had complete remission of
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lesions. On the other hand, 32 out of 33 patierdsnfHCV+ Group did not show
clinical signs of OLP at follow-ups.

Our results are similar to those of Bermejo-Feeolal [9], who found a mean
age of 56.35 years-old for OLP patients. Likewiserelation to infection by HCV, the
Brazilian Ministry of Health states that in 200%aghosis was more frequent in patients
50 to 59 years old [24]. Lodi et al [11] reporiadheir study that several patients with
OLP were 50 years or over and the high frequenciH@V seropositivity found in
groups of patients with OLP was just a coincidensiace both conditions affect
significantly patients in this age group, withoausal relationship.

For Eisen [25], predisposing factors result in exbation of OLP. Factors
include stress, spicy foods, dental proceduregesys illness, drugs and poor oral
hygiene. In the present study the main systemeagdiss reported by patients from both
groups were hypertension and diabetes. Neverthatesas noticed that there was no
significant relationships between systemic diseasesthe presence of HCV or OLP.
Although we have not achieved a significant assimria6 patients in HCV+ Group and
3 in OLP+ Group had diabetes. Previous studies lsagmested that patients with
lichen planus have associated diabetes mellituse noften than general population
[26,27]. However, Jing-Ling et al [28] did not sppthis observation.

There was no significant relationship between wriadiintake and presence of
HCV or OLP. Corroborating to this, the only patierto had OLP in HCV+ Group was
not taking any drugs, discarding the hypothesi¢ tha lesion was caused by them.
Nevertheless, the antihypertensive was the drugt mesd in both groups studied.
According to literature, there are some drugs #natclassically known to induce OLP,
such as NSAIDs and inhibitors of angiotensin-cotingrenzyme (ACE) [29]. There is

also sufficient evidence th@tblockers and other drugs play a significant rolethe
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origin of OLP [12,30]. For Salem et al [31], theaek mechanism of pathogenesis of
drug-induced lichen planus is unclear. One sugdestechanism is the epitope
spreading theory: drugs can induce keratinocyteag@nwith exposure of previously
unexposed basement membrane zone antigens, ldadingpantibody formation.
According to previous studies, stress is recoghae an important etiological
factor for OLP. Although signs of depression anghhievels of anxiety are commonly
found in OLP patients [32,33], it is not yet detered whether the observed
physiological changes are a direct etiologic factoonly a consequence of OLP, since
the disease causes a discomfort that can affligtnia, causing stress. However, in this
study we did not use a validated method for emati@hsorders diagnosis. Patients
answered only affirmatively or negatively, if thegd anxiety, depression and/or stress.
It is suggested that further research using séiealty validated methods for diagnosis
of emotional disorders should be carried out. Hapat itself can become a factor
causing emotional disturbance and playing a supyprole in the etiology of OLP in

these patients.

5.6. Conclusion

The relationship between OLP and HCV infectionh@ligh it has been
statistically verified in the population of the magaegion of Passo Fundo/RS, southern
of Brazil, during the 12 months of clinical folloup of patients, requires further clinical
evidence for real proof. The age, sex, systemieadiss and drugs used by patients

showed no significant relationship with the pregeotOLP or HCV infection.
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Evaluation of cellular proliferative activity in patients with oral lichen planus and
hepatitis C through AQNOR method

6.1. Abstract

Introduction: The detection of Nucleolar Organizer Regions (NYORsoral lesions
suggests that this marker can reflect the cellutaliferation index. Oral Lichen Planus
(OLP) is a chronic mucocutaneous disease that émtuinvolves the mouth. Recent
studies have confirmed an association between QidP Hepatitis C Virus (HCV)
infection. Objective: The aim of this study was to evaluate the cellglaiiferative
potential of OLP lesions from patients without H®Y means of AQNOR method, as
well as, the cellular proliferative potential okethormal oral mucosa from patients with
HCV, treated or untreated by interferon and ribaviviaterials and Methods: A cross
sectional study was developed to investigate tte# mrucosa of four groups: 20
patients HCV+ without clinical signs of OLP (10 jeats that had never been treated
for HCV infection — GROUP 1 - and 10 that were undgerferon and ribavirin
treatment — GROUP 2); 15 patients with reticularPOlesions histopathologically
confirmed, without HCV — GROUP 3, and 15 blood desmwithout HCV infection and
no clinical signs of OLP (GROUP 4 - Control Grouphe cytological material of all
groups was collected by the technique of liquideblasytology. Then, the sedimented
material from each patient was dripped on a miapscslide and filled with the
Nucleolar Organizer Regions impregnation by silkethod (AgNOR). The count of
NORs was performed on 100 epithelial cell nucleigetient using the software Image
Tool™. Results: The Tukey HSD test was used to compare the medire of NORs
among the groups and showed that the oral mucod&Wvf patients previously treated
with anti-HCV drugs (GROUP 2), presented with aheigaverage number of NORS in
relation to othersp( < 0.05). Conclusions and Clinical RelevanceThe anti-HCV
treatment may be related to increased cell pralifen of oral mucosa, indicating a
possible relationship between OLP and HCV+ patieptsviously treated with
interferon and ribavirin.
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6.2. Introduction

Lichen Planus is a mucocutaneous disease of uncetialogy which affects
the oral mucosa [1]. The relationship between Quahen Planus (OLP) and the
Hepatitis C Virus (HCV) infection has been widetydied [2]. This relation suggests
that HCV may be an etiological factor of OLP [3huB, the analysis of patients with
OLP and HCV-infected would be useful to clarify tledation between these diseases.

The Nucleolar Organizer Regions (NORs) are strestuysresent within the
nucleolus of interphase cells and pairs of acracmechromosomes 13, 14, 15, 21 and
22 in human cells in division [4]. Previous stud} ppplied the AQNOR method on
material of patients with OLP, oral keratosis armtnmal oral mucosa. As result, the
authors report that the number of NORs of keragtext was significantly higher in
patients with OLP when compared to other groups.

Despite several clinical studies have demonstratedssociation between HCV
infection and the presence of OLP [6-9], there acestudies to date linking the
nucleolar condition of oral mucosa of patients wilGV and OLP.

Gandolfo et al [10] evaluated 402 patients with Caitl found that patients
infected with HCV had a three times higher charfogeveloping oral cancer compared
to non-infected. These results not only reinforaspgcions about the potential for
malignant transformation of OLP, as they call dttento the participation of HCV in
the canceration process.

Therefore, this study aimed to evaluate the cellpi@liferative potential of
OLP lesions from patients without HCV and the dalluproliferative potential of
normal oral mucosa from patients with HCV, treabedintreated, by means of AQNOR

method.
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6.3. Materials and Methods

The study was approved by Ethics Committee of thevéisity of Passo
Fundo/Brazil (protocol No. 266/2011) and by the @rdor Research of the Hospital
Séo Vicente de Paulo de Passo Fundo/RS/Brazil (ANNME All subjects gave
informed consent to participate (ANNEX 3).

A cross sectional observational histochemical st#hyNOR method) using the
oral mucosa of four groups of patients was condbagedescribed below:

GROUPS 1 and 2 — Twenty HCV+ patients, confirmedkgmining anti-HCV
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA) and HRMA, treated at the
Hospital S&o Vicente de Paulo de Passo Fundo/R8IBwethout clinical signs of
OLP. In this group 10 patients had never beenddetdr HCV infection and 10 were
under interferon and ribavirin treatment for a miom period of three months;

GROUP 3 - Fifteen patients with reticular OLP, @¢onéd by histopathology,
from the Faculdade de Odontologia da Universidael®asso Fundo/RS/Brazil. These
patients did not have HCV infection, confirmed lyiadCV exam;

GROUP 4 - Fifteen graduate students/professors freatuldade de
Odontologia da Universidade de Passo Fundo/RSIBkdaod donors, without HCV
infection, confirmed by anti-HCV test, and withociinical signs of OLP (Control
Group).

Inclusion criteria for the study were: 1) patiemigh hepatitis C proven by
means of ELISA and HCV-RNA (for HCV+ Groups), 2)tipats with OLP clinically
and histopathologically confirmed (for OLP+ Grouphd 3) patients without HCV

infection or OLP (for Control Group).
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Exclusion criteria were: 1) patients with hepatfisonfirmed only by means of
ELISA (for HCV+ Groups), 2) patients with metalli@ntal restorations or using drugs
that could cause lichenoid lesions and 3) patievittout hematological conditions
(thrombocytes below 50.000/minblood) (for OLP+ Group), 4) patients with HCV
infection or OLP (for Control Group).

To perform the clinical and histopathological lgeas of OLP lesions, the
criteria proposed by Krutchkoff et al [11] and w@&r Meij and van der Waal [12] were
used.

The mucosal samples to submit to the AQNOR methad wollected by the
technique of liquid-based cytology. For this, adltipnts were initially instructed to
perform a mouth rinse with water to remove any fdedris.

The collection of cells was performed with a kisem DNA-Citoliq" (Digene
Corporation, Gaithersburg, USA), containing a ldjwalled Universal Collection
Medium (UCM). This kit includes a vial containingmdL of UCM and a brush with a
long handle.

The collection of oral mucosa cells was obtaingdapplying the brush and
gently rotating clockwise movements (five laps).efihthe brush was dipped in the
bottle containing UCM, remaining immersed in thguld until the final processing.
After collection, the bottle was shaken for 30 setto homogenize the material,
which remained at room temperature (dry, fresh nadected from light) for a period
shorter than three weeks, according to manufacsunectommendations.

The processing of material consisted of his trigbéen (1000 r.p.m.), the first
only with UCM and the second and third ones with $sledimented material mixed with
a fixative solution of acetic acid/methanol (3:Then, the sedimented material from

each patient was dripped on a microscope sliddited with the AQNOR method.
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The use of AQNOR technique was carried out acogrth Ploton et al [13] and
Nunes et al [14] studies with some modificatiorssteported:

1) Obtaining the material sedimented by centrifioga and dripping on a
microscope slide; 2) Preparation of solutions besifor AQNOR, consisting of:

- solution A: 50 mL of Milli-Q water, 0.5 mL of fonic acid and 1g of gelatin;
this solution was kept in an incubator at 45 °Clfbrbefore incubation;

- solution B: 10 mL of distilled water and 5g d¥sr nitrate.

3) The solutions A and B were mixed and drippeddhé cellular material that was on
the blade, staying for 30 minutes in an oven at@and further dried.

Count of NORs was performed on 100 epithelial ceitlei per lesion. Two
blind observers analyzed independently the silt@ned cells on microphotographs
obtained with a digital camera (CanoRower Short A620, Canon of Brazil, Sdo Paulo,
SP, Brazil) fixed to a light microscope (OlympuBX 50, Olympus Corporation of the
Americas, Center Valley, PA, USA) with immersionjextiive (1000x). To obtain the
microphotographs, all the slides referent to eaahept were analyzed horizontally
from left to right and the nuclei of the first 1@@n-overlapping, well-fixed nucleated
cells were captured. The count of NORs was perfdrmsing the software Image
Tool™ version 3.0 (Department of Dental Diagnostic Soéemt The University of
Texas Health Science Center, San Antonio, Texa#,) U8 which the nucleus of each
cell was "cut" through the tool "save selection bhaVing enlarged for better viewing
(Fig. 1). Data for each case were related betwéengroups by Tukey HSD test
(significance level of 95% p < 0.05). Inter and intra-observer agreement wereedy

Dahlberg error.

98



X imageTool
_File Edit Annotation Stacks Plug-Ins Analysis Processing Script Settings Window Help

218 \| K|td@] 5| Al 15 Gler KL sdidEl6] 2| M 7]

B C\Users\usen\Desktop\TESE AGOSTO 2011\NORs\Paciente 01 (06.09.11)... = |[ & |2 ]

[x=1836 y=930 v=110 | [Caps [Num [Play | Calibrated | Overwrite |

Figure 1 —Nucleus image "cut" and enlarged for counting ofRéQarrows) (AgNOR, 1000x, personal
file)

6.4. Results

The NORs of 50 patients were recorded (100 nudieus each patient), whose

epidemiological characteristics are described iblda.

Table 1 -Description of the epidemiological data from atbgps studied and statistical
difference of mean numbeNGiRs determined by Tukey HSD

Group n Mean of NORs Sex Age mean
(in 100 cell (xS.D))
nuclei) (xS.D.) F M
HCV+ untreated (Group 1) 10 3.19 (+0.46) 8 | 21 49.30(x11.91)
HCV+ treated (Group 2) 10 4.08 (+0.59) 4 | 6|53.10 (x11.32)
OLP (Group 3) 15 3.30' (+0.70) 11| 4| 53.60 (+18.43)
Control (Group 4) 15 3.12 (x0.44) 11| 4| 23.53 (#5.78)
TOTAL 50 3.38 (+0.65) 34| 16| 44.88 (+18.75)

abDifferent letters indicate statistical differertoetween groups
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Regarding the evaluations inter and intra-examjneesnote that Dahlberg error
did not exceed 0.03% for both comparisons, indigathat the evaluators repeated the
measurement with high reliability for the variatl®Rs in 100 nuclei [15,16] (Table

2).

Table 2 - Total variance, variance of error, Dalberg erreliability coefficient of Pearson and

correlation coefficient for varlatNORs in 100 nuclei

Variance —_ . -
. . Total Dalberg Reliability Correlation coefficient
NORs in 100 nuclei variance St oféaéror error (%) coefficient (%) (%)
Intraobserver
Agreement 0.863859 0.000185 0.021416 99.978584 99.980355
Interobserver
Agreement 0.869192 0.000116 0.013346 99.986654 99.986396

Source: data search

Normality tests of Kolmogorov-Smirnov and ShapirolMvere applied to the
average number of NORs of 100 nuclei for the 50ep& and indicated normal
distribution of data, since values was higher than 0.05. Furthermore, Levees's
showed homogeneity of variance among groups (Lésetest value = 1.373% =
0.2626).

When applying tests of“between-subjects effeéts (ANOVA) to mean NORs

in 100 cell nuclei obtained from each patient, @swobserved p-value = 0.00084 (F =
6.603), which indicated that the variable NORs sheame difference in values indices
between the groups (test power of 96.08%). Them Tukey HSD multiple
comparisons test was applied and showed that tl@ wfeNORs in the group of HCV+
patients previously treated was significantly higllean others. Figure 2 shows the
means of NORs in 100 nuclei of each case of stugliedps, the confidence intervals of

such groups and their statistical differences iextiby Tukey HSD test.

100



4,50 -1

4.08 D
4,004

Confidence Interval 95% Average NORs in 100 Nuclei
| >

A

3,50 1
A
3.30 9
3.19 D
3.12 D
3,00
HCV+ untreated HCV+ treated OLP Control

GROUP

Figure 2 —Confidence intervals, means and statistical diffiees of the studied groups relative to mean
of NORs in 100 nuclei at levéB&% (different letters indicate distinct statisti
significance)

6.5. Discussion

Considering the studied groups in this work, it yassible to infer that HCV+
patients previously treated had a higher averagebeu of NORs in relation to others,
indicating a higher proliferative activity of tissuprobably due to the effect of anti-
HCV treatment, which may, according to previousichl studies [17-19], cause oral
manifestations. However, in the current study weld¢mot determine when the HCV
infection has initiated, since hepatitis C is oftesilent disease, delaying its diagnosis.
Furthermore, it was not possible to standardizepthieents as regards the duration of

anti-HCV treatment performed. Thus, it is notewgrtiat both the time of diagnosis of
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HCV as the duration of anti-HCV treatment are festihat may influence the result of
the number of NORs.

Our results suggest that the cellular prolifemtiactivity higher in HCV+
patients previously treated may indicate a possiklationship between the latter
condition and one of histopathological manifestagiaf OLP, the cell proliferative
activity. In this sense, Schlesinger et al [17]adé®d a case of LPB that started in a
patient treated with interferon alfa-2b and Griffitet al [18] stated that interferon can
induce the expression of surface antigens on kemgtes, which may play an
important role in the origin of lichen planus. Btibr Sookoian et al [19], ribavirin
increases the risk of adverse skin reactions, artieerg the LPB [20-22].

Strumia et al [23] reported that interferon maguece the migration of T cells to
the skin due to their ability to stimulate keratgytes to produce interleukin-2.
Complementing this information, Mourad et al [24firened that tumors of bone
marrow interleukin-2 positive presented a signifitcanajor mean of NORs than healthy
individuals, and Simark-Mattsson et al [25] statteat the OLP cells of all cases studied
by them expressed mRNA for interleukin-2. The daHlwevents previously described,
added to the histochemical results of this studygsat that interferon and/or ribavirin
may increase the number of NORs per nucleus in mmatosa cells, suggesting a
possible relationship between anti-HCV treatmend &#°B, clinical manifestation
previously reported in the literature [17-19,22].

However, this increase in cell proliferative aittivof HCV+ patients previously
treated may also be associated with other oraladese such as oral dysplasia or
carcinoma. Clinically basing this statement, Gafalet al [10] evaluated patients with
OLP and monitored periodically. These authors regbthat patients infected with

HCV had a three times greater chance of developialgcancer than those not infected.
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Despite these results, the study of Gandolfo 1@ did not mention whether or not
the patients were under antiviral treatment for H@¥like the present study. These
findings draw attention to the involvement of HQVimncreased cell proliferation tissue.

We note also that the oral verrucous carcinomatla@dquamous cell carcinoma
have been described in patients infected with H@gardless of the presence of LPB
[26,27]. Samples positive for HCV-RNA were detectedissues of oral cancer [28]
and OLP [29]. Some of HCV proteins, called "theefoand "the non-structural 3
protein”, can accelerate the cell cynievitro [30,31]. Such statement may explain why
patients HCV+ previously treated had a higher qaibliferative activity when
compared to other groups.

Michele et al [32] evaluated 165 patients affedigahronic HCV infection and
followed up by three years. Considering the typemtiviral therapy used to cure the
chronic hepatitis, 36 of the patients were “virging treatment, and the remaining 129
were under treatment or had already finished treatrwithout clearance of the virus.
The only two patients that presented lesions of @léPe conducting treatment with
interferon and ribavirin during the exam. The awshaffirmed that the possible risk
factors associated with the presence of OLP inelitétat only HCV chronic infection
was statistically significantp(< 0.05). Based on the results of the clinical stody
Michele et al [32] and on histochemical resultsoaf study, it can be suggested that
there might be a possible link between anti-HC\atimeent and OLP.

In this study, the average number of NORs in theugrof patients with OLP
(3.30) was statistically equivalent to that of cohpatients (3.12) and HCV+ patients
with no previous treatment (3.19), and below todhmup of HCV+ patients previously
treated (4.08). This result is different from tlodtained by Silva Fonseca and Carmo

[5], who affirmed that the average number of NORss statistically higher in cases of
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OLP than in patients with normal oral mucosa. Hosvethese authors conducted the
silver impregnation on tissue preserved in formiaydie, stored in paraffin, and not on
material from cytology as in the present study, cwhimay have influenced the

difference in results.

6.6. Conclusion

The anti-HCV treatment might play a role on orall ggoliferative activity,
justifying further longitudinal studies to confiraapossible higher prevalence of OLP in
HCV+ patients under treatment. However, other drséases, neoplastic for example,
may also be related to increased cell proliferatiaserved in the present study in
HCV+ patients under antiviral treatment, which miostcarefully researched ahead of

the possible relationship between OLP and HCV.
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