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RESUMO 

 

Introdução/Justificativa: Líquen plano oral (LPO) é uma doença crônica, mediada por 

linfócitos T (LT) e caracterizada pela apoptose dos queratinócitos basais/suprabasais. Apesar 

de sua etiopatogenia não estar completamente elucidada, dados recentes revelam que o bloqueio 

de moléculas imunoregulatórias tais como ligantes de morte programada (PD-Ls) e/ou do 

receptor PD-1, pode contribuir com o desenvolvimento de lesões semelhantes ao LPO. Está 

classicamente estabelecido que essa via PD-Ls/PD-1 contribui para a evasão de células 

neoplásicas; todavia, pode ser também importante na regulação de LT helper e citotóxicos 

(CD8+) em doenças autoimunes. Objetivo: Investigar a expressão tecidual das moléculas PD-

L1 e PD-L2, bem como das populações de células PD-1+, CD8+ e granzima B+ (GrB) em LPOs 

e a relação dessas proteínas imunoinibitórias/populações celulares com a severidade do LPO.  

Material e métodos: Pacientes com LPO (n=23) foram incluídos no estudo e classificados de 

acordo com os critérios clínicos e histopatológicos da Associação Americana de Patologia Oral 

e Maxilofacial (AAOMP/2016). Posteriormente, espécimes teciduais das lesões foram 

submetidas à técnica de imunoistoquímica. Análise semi-quantitativa (PD-L1+ e PD-L2+) e 

quantitativa (células PD-1+, CD8+ e GrB+) foram executadas. A severidade do LPO foi avaliada 

pelo subtipo clínico, sintomatologia e resposta à corticoterapia. Resultados: A maioria das 

amostras de LPO foram consideradas negativas para PD-L1 (n=14/22; 63,7%), entretanto 

elevada expressão de PD-L2 (n=19/22; 86,3%), tanto pelos queratinócitos quanto pelas células 

imuneinflamatórias, foi demonstrada. Em adição, a densidade de células PD-1+/mm2 

(subepitelial: 70,2 e intraepitelial: 7,4) foi reduzida se comparada a de LT CD8+/mm2 

(subepitelial: 1047,4 e intraepitelial: 197,7) (p < 0,01). Baixa resposta imunológica citotóxica 

(relação CD8/GrB por mm2) foi evidenciada nas amostras de LPO (subepitelial: 1047,4/140,6 

e intraepitelial: 197,7/41,6) (p < 0,05). Houve um número significativamente menor de células 

GrB+ na região intraepitelial no LPO reticular se comparado ao LPO erosivo/bolhoso (p= 0,03). 

Conclusões: Os achados revelam que a via PD-L1/PD-1 parece estar comprometida no LPO 

devido à baixa expressão de PD-L1 e a escassez de células PD-1+ na maioria das amostras. Por 

outro lado, a superexpressão de PD-L2 somada a uma possível regulação da resposta 

imunológica citotóxica sugere uma tolerância imunológica que pode contribuir com o perfil 

crônico do LPO. 



 
 
 

Palavras-chave: líquen plano oral, linfócitos T citotóxicos, granzima B, tolerância 

imunológica, receptor de morte programada-1, ligante de morte programada-1, ligante de morte 

programada-2. 

 

  



 
 
 

ABSTRACT 

 

Introduction/Justification: Oral lichen planus (OLP) is a chronic autoimmune disease, 

mediated by T lymphocytes (TL) and characterized by apoptosis of basal/suprabasal 

keratinocytes. Although its etiopathogenesis is not completely elucidated, recent data reveal 

that blocking immunoregulatory molecules such as programmed death ligands (PD-Ls) and/or 

PD-1 receptor may promote the appearance of oral lichen planus-like lesions. It is classically 

established that this PD-Ls/PD-1 pathway contributes to evasion of neoplastic cells; however, 

it may be important in the regulation of helper and cytotoxic (CD8+) TL in autoimmune 

diseases. Objective: To investigate the tissue expression of PD-L1 and PD-L2 molecules, as 

well as PD-1+, CD8+ and granzyme B+ (GrB) cell populations in OLPs and whether there is a 

relationship between these immunoinhibitory proteins/cell populations and the severity of OLP. 

Material and methods: Samples of OLP patients (n = 23) were classified according to the 

histopathological criteria of the American Association of Oral and Maxillofacial Pathology 

(AAOMP/2016) and submitted to immunohistochemistry. Semi-quantitative (PD-L1+ and PD-

L2+) and quantitative analysis (PD-1+, CD8+ and GrB+ cells) were performed. The severity of 

OLP was assessed by clinical subtype, symptomatology and response to corticosteroid therapy. 

Results: Most OLP samples were considered negative for PD-L1 (n = 14/22; 63.7%), however 

high PD-L2 expression (n = 19/22; 86.3%) by both keratinocytes and immunoinflammatory 

cells has been demonstrated. Low cytotoxic immune response (CD8/GrB ratio per mm2) was 

evidenced in OLP samples (subepithelial: 1047.4/140.6 and intraepithelial: 197.7/41.6). In 

addition, PD-1+/mm2 (subepithelial: 70.2 and intraepithelial: 7.4) cell density was reduced 

compared to CD8+/mm2 LT (subepithelial: 1047.4 and intraepithelial: 197.7) (p <0.01). There 

was a significantly lower number of GrB+ cells in the intraepithelial region in reticular OLP 

compared to erosive / bullous OLP (p = 0.03). Conclusions: The findings show that the PD-L1 

/ PD-1 pathway seems to be compromised in OLP due to low PD-L1 expression and PD-1 + 

cell scarcity in most samples. On the other hand, PD-L2 overexpression added to a possible 

regulation of cytotoxic immune response suggests an immune tolerance that may contribute to 

the chronic profile of OLP. 

 



 
 
 

Keywords: oral lichen planus, cytotoxic T lymphocytes, granzyme B, immunological 

tolerance, programmed-death receptor-1, programmed-death ligand-1, programmed-death 

ligand-2. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Líquen Plano Oral (LPO) é uma doença crônica, imunomediada, de etiologia ainda 

incerta, caracterizada pela destruição dos queratinócitos da camada basal/suprabasal 

(PAYERAS et. al., 2013; KURAGO, 2016).  Clinicamente o LPO pode se apresentar, 

principalmente, em sua forma reticular ou erosiva (SANKETH; PATIL; SWETHA, 2016; 

CHENG et. al., 2016; KURAGO, 2016). O LPO reticular é geralmente assintomático, mas as 

formas atróficas e erosivas podem apresentar sintomatologia de queimação e dor persistente, 

associadas a períodos de remissão e exacerbação, comprometendo negativamente a qualidade 

de vida dos pacientes (CHENG et. al., 2016; KURAGO, 2016). 

Apesar de a etiologia não estar totalmente elucidada, a patogênese parece se 

desenvolver como uma resposta a autoantígenos, envolvendo a participação de citocinas 

características da resposta imune tipo 1 [interferons (IFN), IL-12, TNF-α, entre outras] que 

ativam os linfócitos T citotóxicos CD8+ (LTC) e determinam a apoptose dos queratinócitos 

basais pela liberação de perforinas e granzimas (PAYERAS et. al., 2013; KURAGO, 2016; 

CHENG et. al., 2016; CHIANG et. al., 2018). 

O LTC possui receptores coestimulatórios e coinibitórios, ambos da família CD28, 

fundamentais para a regulação da resposta imunológica. Esses receptores ou checkpoints 

imunológicos incluem o antígeno-4 associado ao linfócito T citotóxico (CTLA-4) e o receptor 

de morte programada 1 (PD-1) que, juntamente com os seus ligantes PD-L1 ou PD-L2, 

promovem a inibição dos LTCs (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2015; WAKADE et. al., 

2016). Desta forma, as vias PD-1/PD-L1 ou PD-1/PD-L2, através da inibição de linfócitos T 

autorreativos, constituem um importante mecanismo de resistência à autoimunidade 

(OKASAKI; HONJO, 2007; FRANCISCO et. al., 2010). Além disso, essas vias 

imunomodulatórias também promovem o desenvolvimento, manutenção e melhoria da função 

de células T regulatórias (CD4+CD25+Foxp3+) que participam da manutenção da auto 

tolerância imunológica e controle das respostas autoimunes (FRANCISCO et. al., 2010).  

A expressão dessas moléculas inibitórias foi identificada em mucosas saudáveis, 

indicando o possível papel na vigilância imunológica e controle de doenças autoimunes 

(RITPRAJAK; AZUMA, 2015). Ritprajak e Azuma (2015) também relataram que, sob 

condições inflamatórias, várias citocinas (especialmente a IFN-γ) são capazes de aumentar a 

expressão de PD-L1 tanto em células normais quanto em células tumorais. Desta forma, 

moléculas imunoinibitórias como o PDL-1 e PDL-2 apresentam funções dicotômicas, pois 
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podem contribuir tanto no controle de respostas autoimunes quanto na evasão de células 

mutadas (OKASAKI; HONJO, 2007; FRANCISCO et. al., 2010).  

Alguns estudos realizados com LPO a partir de modelos experimentais in vitro 

demonstraram o papel da via PD-1/PD-L1 na manutenção da tolerância periférica por participar 

da regulação negativa da produção de citocinas e proliferação de LT e que o bloqueio dessa via 

aumenta a produção e secreção de IFN-ỵ e IL-2 (YOUNGNAK–PIBOONRATANAKIT et. al., 

2004; ZHOU et. al., 2012). Pesquisas recentes também demonstraram que o bloqueio das vias 

PD-1/PDL1 por imunoterápicos para tratamento de neoplasias malignas induziram efeitos 

adversos característicos de doenças autoimunes, incluindo lesões liquenóides em pele e 

mucosas, indicando mais uma vez que um possível comprometimento dessa via pode impactar 

a regulação do sistema imunológico (HOFMANN et. al., 2016; SCHABERG et. al., 2016; 

WAKADE et. al., 2016). 

Considerando estes dados e a elevada atividade citotóxica do LPO (TRAPANI et. al., 

2000; COSTA et. al., 2011; JAVVADI et. al., 2016), a hipótese do presente estudo é de que 

uma redução da expressão de PD-L1 e PD-L2 associada à elevada resposta imunológica 

citotóxica, sobretudo nos LPOs clinicamente mais severos, ocorrerá nesta patologia. Assim, 

objetivamos neste estudo investigar o potencial imunoinibitório do LPO e se há relação dessas 

moléculas com o perfil da resposta imunológica citotóxica e severidade da doença.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Líquen Plano Oral: epidemiologia e características clínicopatológicas 

 

O Líquen Plano Oral (LPO) é uma doença imunomediada que afeta 0,22% a 5% da 

população, com maior prevalência em indivíduos do sexo feminino e faixa etária de trinta a 

oitenta anos de idade (CHENG et. al., 2016; CHIANG et. al., 2018). Abordando 

especificamente a prevalência global de LPO, uma recente revisão sistemática com meta-

analise observou que após os 40 anos o risco de desenvolvimento do LPO é 3,43 vezes maior 

que em paciente com menos de 40 anos e que a prevalência de LPO aumenta significativa e 

progressivamente com o avanço da idade (GONZALEZ-MOLES et. al., 2020) 

Apesar de ser considerada pela OMS como uma desordem potencialmente maligna a 

malignização do LPO ocorre em 0,8% a 12,5% dos pacientes e esta relacionada principalmente 

às lesões erosivas. Além disso, na maioria dos casos o diagnóstico do LPO é majoritariamente 

clinico e a deficiência em estudos abordando a malignização desta patologia com casos de LPO 

confirmados por analise anatomopatológica aumenta o risco de imprecisão diagnóstica e 

confusão com outras patologias também potencialmente malignizáveis (AU, PATEL, 

CAMPBELL, 20,13; CHENG et. al., 2016; CHIANG et. al., 2018; GOROUHI et. al., 2014). 

O LPO pode apresentar manifestação clinica variada reconhecida em seis padrões 

clínicos que podem manifestar-se isolada ou concomitantemente: reticular, erosivo, atrófico, 

tipo placa, papular e bolhoso. A forma reticular é a mais comum e é caracterizada clinicamente 

por estrias brancas bilaterais localizadas principalmente na mucosa jugal, língua e lábios 

(DILLENBURG et. al., 2015; CHENG et. al., 2016; CHIANG et. al., 2018). Lesões 

esbranquiçadas e homogêneas localizadas na superfície dorsal da língua com manifestação 

clínica concomitante ou da forma reticular ou erosiva na mucosa jugal sugerem o diagnóstico 

clínico de LPO tipo placa. A forma reticular pode ainda ser acompanhada de pápulas localizadas 

na mucosa jugal e este tipo é denominado LPO papular (PAYERAS et. al., 2013; CHIANG et. 

al., 2018). 

Já as lesões erosivas, classificadas clinicamente como LPO erosivo ou LPO atrófico, 

apresentam sintomas que podem variar desde um pequeno desconforto a episódios de dor 

intensa (PAYERAS et. al., 2013; DILLENBURG et. al., 2015). Dependendo da gravidade, o 

padrão erosivo ou atrófico pode apresentar microscopicamente uma grande área de separação 

entre o epitélio e o tecido conjuntivo subjacente, manifestando-se clinicamente como lesões 
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vesiculo-bolhosas que podem se romper espontaneamente e causar ulcerações extremamente 

dolorosas. Este tipo clínico é denominado LPO bolhoso. As lesões de LPO quando afetam a 

gengiva podem estar associadas à gengivite descamativa, o que dificulta o diagnóstico de LPO 

uma vez que outras doenças também podem apresentar esta condição (CHENG et. al., 2016; 

CHIANG et. al., 2018). 

Aproximadamente dois terços dos pacientes apresentam-se sintomáticos, sendo que os 

sintomas descritos podem aparecer espontaneamente ou após o contato com temperos e 

alimentos ácidos. Estes sintomas variam desde sensação de rugosidade na mucosa, redução da 

flexibilidade com limitação da abertura bucal, ardência, queimação e episódios de dor intensa. 

Em geral, estes sintomas tendem a desaparecer de forma espontânea em até duas semanas. 

Quando há ausência de sintomatologia, o tratamento não é necessário (CHENG et. al., 2016; 

CHIANG et. al., 2018). 

Em relação às características histológicas do LPO, estas incluem a presença de 

hiperqueratose, liquefação da camada basal, presença de corpos de Civatte e infiltrado 

predominantemente linfocitário em banda subjacente a lâmina própria. Entretanto, este padrão 

inflamatório também é encontrado na microscopia de doenças autoimunes, como o lúpus 

eritematoso, e em outras condições orais com características liquenóides. Outros achados 

microscópicos do LPO incluem alterações na conformação das cristas epiteliais (cristas em 

“dentes de serra”), ulceração, atrofia ou acantose e depósito eosinofílico homogêneo na junção 

epitélio-conjuntivo (CHENG et. al., 2016; CHIANG et. al., 2018). 

Devido às características microscópicas serem bastante variáveis no LPO, a Academia 

Americana de Patologia Oral e Maxilofacial (AAOMP) propôs em 2016 os seguintes critérios 

morfológicos a serem considerados para o diagnóstico histológico: destruição dos 

queratinócitos da camada basal, infiltrado predominantemente linfocitário em banda localizado 

em lâmina própria, exocitose de linfócitos e ausência de displasia epitelial. Em adição a esses 

critérios e com o objetivo de padronizar e orientar o diagnóstico clínico do LPO a 

AAOMP/2016 também propôs os seguintes critérios clínicos: distribuição multifocal e 

simétrica das lesões (estas devem ser compatíveis com pelo menos um dos seis tipos clínicos 

do LPO), as lesões não devem estar em contato com restaurações e o aparecimento destas não 

pode estar relacionado ao uso de medicamentos, tabaco ou canela. Segundo a AAOMP/2016, 

ambos estes critérios devem ser considerados e correlacionados para a conclusão do diagnóstico 

do LPO (CHENG et. al., 2016; CHIANG et. al., 2018). 
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Por apresentar características clínicas variadas de paciente para paciente, subtipos 

clínicos também variados com possibilidade de manifestação simultânea, além de períodos de 

remissão e exacerbação, o manejo clínico dos pacientes portadores de LPO constitui um desafio 

para o clínico e esse fato está associado ao mecanismo de desenvolvimento desta condição 

(OBERTI et. al., 2019). 

 

 

2.2.  Etiopatogenia e tratamento do Líquen Plano Oral 

 

Sabe-se que LPO é composto por um infiltrado inflamatório mononuclear, 

predominantemente linfocitário, sendo esta uma das principais características microscópicas 

dessa patologia. Encontra-se bem estabelecido na literatura que os T CD8+ (LTCs) constituem 

o principal tipo de células inflamatórias encontradas em lesões de LPO, juntamente com os 

linfócitos T CD4+. Os linfócitos T CD4+ são capazes de diferenciar-se em diversos subgrupos 

celulares, como T helper 1 e T regulatórias (Tregs), as quais produzem citocinas específicas 

capazes de promover tanto a ativação dos LTCs quanto a regulação destes a partir de efeitos 

imunossupressores, garantindo a manutenção da tolerância periférica e homeostasia do sistema 

imune de forma geral (NICO et. al., 2011; PAYERAS et. al., 2013; CHENG et. al., 2016).  

Estudos sugerem que a patogênese do LPO parece desenvolver-se como uma resposta 

antígeno-específica a partir da expressão de um ou mais antígenos por queratinócitos basais às 

células dendríticas (CD) ou células apresentadoras de antígenos (APCs). As CD desempenham 

um importante papel no sistema imune, pois, além de agir nos mecanismos de tolerância e 

regulação da imunidade pela ativação das Tregs, são capazes de promover a resposta 

imunológica em um contexto de inflamação, infecção ou tumor. As células dendriticas 

plasmocitóides, uma das principais linhagens de CD, são responsáveis pela apresentação de 

antígenos e ativação dos LTCs CD8+ e CD4+ mediante a secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-12, IL-18 e IFN-α, quimiocinas e moléculas coestimulatórias. Após a 

ativação, os LTCs são capazes de acionar mecanismos ativadores da cascata de caspases para 

garantir a apoptose dos queratinócitos basais. Dentre os mecanismos de apoptose propostos 

estão a secreção do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a ação de perforinas e granzimas 

(TRAPANI et. al., 2000; SURGERMAN et. al., 2002; KURAGO, 2016; CHIANG et. al., 

2018). Dentre as granzimas, a granzima B é a única considerada essencial para a citotoxidade 

de LTCs in vivo, pois possui o efeito pró-apoptótico mais potente (ABBAS; LITCHMAN; 
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PILLAI, 2015; VOSKOBOINIK et. al., 2015). A perforina é uma proteína formadora de poros 

encontrada nos grânulos citoplasmáticos de LTCs e NKs e é necessária para a granzima B 

penetrar no citosol da célula-alvo, fragmentando o DNA e causando lise celular. Já a granzima 

B, da família de serina-proteases, induz a morte celular por meio de duas vias, sendo uma 

dependente e uma independente da cascata de caspases. Além disso, queratinócitos apoptóticos 

podem não realizar corretamente a manutenção da membrana basal, gerando falha na prevenção 

da apoptose de mais células (Fig.1). Esses processos resultariam, então, na degeneração 

hidrópica, tipicamente visualizada na microscopia de lesões de LPO, além de explicar a 

natureza crônico-inflamatória dessa patologia (SURGERMAN et. al., 2002; KURAGO, 2016; 

CHIANG et. al., 2018) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Esquema etiopatogênese do Líquen Plano Oral (LPO). A etiopatogenia do 

LPO está associada ao perfil de resposta imune Th1, desencadeada pela apresentação 

de um ou mais auto-antígenos pelos queratinócitos basais. Os queratinócitos 

sensibilizam células dendríticas (CD) da região próxima ao epitélio, que adquirem 

motilidade e migram para os linfonodos sentinelas da região (CHIANG et. al., 2018). 

No linfonodo sentinela ocorre a maturação e ativação de células TCD4+ por 

apresentação via MHC-II/TCR pelas CD, e co-estimulação por interação CD28/B7. 

Os Linfocitos TCD4+, agora perfil Th1, produzem e secretam IL-2 e INF- γ, que 

contribuem para a proliferação de LT, além de estimular a proliferação, ativação e 

citotoxidade dos linfócitos TCD8+ ou T citotoxicos (LTC). A ativação dos LTC 

também é exercida pelas citocinas IL-12, IL-18 e IFN-α, quimiocinas e moléculas 

coestimulatórias, produzidas pelas CD plasmocitoides.  Após ativados, os LTC 

reconhecem os queratinócitos via ligação MHC-I/TCR para o antígeno específico para 

o qual foram maturados e dão início aos eventos que culminam na morte celular 
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programada (apoptose) a partir do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e pela ação 

de perforinas/granzimas. 

 

Para Cheng et. al. (2016), a exacerbação da resposta imune citotóxica está relacionada 

com a sintomatologia e aspecto clínico das lesões. Logo, o manejo dos pacientes sintomáticos 

deve ser realizado de forma individualizada, levando-se em conta a intensidade dos sintomas, 

bem como a extensão e severidade das lesões. Devido à característica crônico-inflamatória do 

LPO, e por frequentemente apresentar recorrência, o tratamento de escolha é realizado com o 

uso de corticoides, podendo ser realizado tanto a terapia tópica quanto sistêmica ou a associação 

de ambas as formas para os casos mais severos, tendo sempre em vista a melhora da qualidade 

de vida destes pacientes. Existe ainda a possibilidade do tratamento intralesional através da 

injeção submucosa de acetato de triancinolona ou clobetasol, que resulta em melhora 

significativa das lesões (CHENG et. al., 2016; OBERTI et. al.; 2019). 

Apesar de ser o tratamento de primeira escolha, o uso prolongado de corticosteroides 

pode resultar no aparecimento de efeitos adversos como irritação da mucosa, candidíase oral, 

hiperglicemia e doença de Cushing, porém esses efeitos não contraindicam sua utilização 

(CHIANG et. al., 2018; OBERTI et. al., 2019). Por isso, outras modalidades de tratamento 

como a terapia fotodinâmica ou a utilização de laser de baixa potência (LLLT) também foram 

sugeridas como alternativas à corticoterapia, sendo considerados procedimentos seguros pois 

não induzem sangramento ou formação de cicatrizes e os únicos efeitos colaterais relatados são 

queimação e edema local. Entretanto, a utilização da terapia fotodinâmica é considerada como 

coadjuvante ou uma alternativa àqueles pacientes que não toleram ou não respondem efetivou 

apresentam uma resposta pobre ou nenhuma resposta a corticoterapia (MIRZA et. al., 2018; 

OBERTI et. al. 2019).  

Em seu estudo, Dillenburg et. al. (2015) avaliou quarenta e dois pacientes com LPO 

erosivo ou atrófico que foram submetidos à terapia tópica com corticoide (propionato de 

clobetasol 0,05%) ou fotobiomodulação (diodo laser InGaAlP [660 nm]). Os pacientes foram 

divididos em três grupos, de acordo com a resposta a intervenção, independente do tratamento 

realizado, uma vez que não foi observada diferença estatisticamente significante entre as duas 

abordagens terapêuticas, em Tipo I – responsivos, pacientes que apresentaram completa 

resolução dos sintomas e lesões sem recorrência (n = 21); Tipo II – parcialmente responsivos, 

pacientes com resolução parcial dos sintomas e lesões associada à recorrência (n = 13); e Tipo 

III – não responsivos, pacientes que não apresentaram resposta ao tratamento ou relataram piora 

dos sintomas (n = 8). Dessa forma, questões acerca do tratamento do LPO e resposta dos 
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pacientes à intervenção permanecem variáveis até que sua etiopatogênese esteja completamente 

elucidada. 

 

 

2.3. Tolerância imunológica 

 

Começar com a definição do conceito geral do Abbas 2019. A tolerância imunológica 

constitui-se de diversos mecanismos que atuam para a prevenção da autoimunidade por evitar 

a formação de células T autorreativas e opera a partir de duas fases: tolerância central e 

tolerância periférica. A tolerância central incluiu todos os mecanismos que acontecem no timo 

antes da maturação e circulação dos LT. Esse processo tem início com a formação e expressão 

do receptor de células T (TCR) na superfície de timócitos, células progenitoras de LT derivadas 

da medula óssea e abrigadas no timo.  Os TCRs possuem afinidade para o complexo principal 

de histocompatibilidade (MHC) auto-peptídico (ALEXANDER; WAHL, 2011; XING; 

HOGQUIST, 2012; SCHIETINGER; GREENBERG, 2014). Dessa forma, os timócitos cujo 

TCRs não se ligam ao MHC próprios morrem por negligencia e aqueles com TCRs de alta 

afinidade, por representarem uma ameaça à saúde imunológica, sofrem apoptose ou tornam-se 

irresponsivos ao contato com antígenos (anergia). Os timócitos com baixa afinidade ao MHC 

próprios sofrem seleção positiva e seguem o processo de maturação pela diferenciação em 

linfócitos T CD4 ou T CD8 (XING; HOGQUIST, 2012; SCHIETINGER; GREENBERG, 

2014).  

Embora os mecanismos de tolerância central sejam eficientes, eles só eliminam os 

linfócitos reativos a auto-antígenos expressos no timo. Logo, mecanismos de tolerância 

adicionais são necessários para restringir a população ou função de LTs que encontrarão seus 

auto-antígenos fora do timo, evitando que essas células favoreçam o surgimento de uma 

resposta autoimune. Estes mecanismos adicionais agem em células T maduras circulantes e 

denominam-se tolerância periférica (XING; HOGQUIST, 2012; SCHIETINGER; 

GREENBERG, 2014).  

As Tregs adquirem seu fenótipo regulatório no timo e estão envolvidas na regulação 

do sistema imune principalmente através da supressão de células T efetoras para atenuar a 

resposta imunológica. A atividade supressora das Tregs ocorre mediante o contato celular direto 

tanto em células T CD4, T CD8 e T natural killer quanto em células B e CDs. Porém, a 

supressão pode iniciar-se de forma indireta por meio da secreção de citocinas 
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imunossupressoras, como a interleucina-10 (IL-10) ou por meio do fator de transformação do 

crescimento beta (TGF-β). As células suprimidas, então, podem sofrer alterações funcionais ou 

até mesmo sofrerem apoptose (XING; HOGQUIST, 2012; YUAN; CHENG; MALEK, 2014). 

 

 

2.4. PD-1 / PD-Ls: expressão e mecanismos de regulação 

 

Dentre as vias responsáveis por inibir a resposta das células T destacam-se o receptor 

de morte programada 1 (PD-1 ou CD279) e seus ligantes PD-L1 e PD-L2. O PD-1 é uma 

molécula inibitória pertencente à superfamília B7-CD28 que é encontrada na superfície de 

vários tipos celulares, como células T ativadas, células NK e em timócitos CD4 e CD8 quando 

estes passam do estágio duplo negativo para o duplo positivo. Os mecanismos de regulação da 

expressão do PD-1 diferem de acordo com os tipos celulares. Em células T, a expressão de PD-

1 pode ser induzida pelas citocinas da cadeia γ comum, como IL-2, IL-7, IL-15 e IL-21. A 

regulação positiva do PD-1 nessas células também acontece mediante sinalização de TCR, 

receptor de células B (BCR) e TNF. Por meio do recrutamento do fator nuclear de células T 

ativadas c1 (NFATc1) ocorre a regulação do gene PD-1 no lócus pdcd1 após ativação de células 

T. Caso haja a inibição de NFATc1 a expressão de PD-1 é fortemente reduzida e mutações 

nessa molécula levam a perda total da expressão em LT. Em macrófagos a expressão de PD-1 

pode ser induzida pelo fator nuclear-kβ (NF-Kβ) e por elementos responsivos pelo estímulo de 

interferon (ISRE) que são fundamentais para o INF-α, STAT1/2. Por outro lado, a IL-4 e a 

ligação com receptores do tipo Toll 9 (TLR9) inibem a expressão de PD-1 em CD 

(FRANCISCO et. al., 2011; ZAMANI et. al., 2016; CHAMOTO; AL-HABSI; HONJO, 2017). 

O PD-1 possui dois ligantes conhecidos, o PD-L1, também denominado B7-H1 ou 

CD274; e o PD-L2, conhecido também como B7-DC e CD273.  A regulação da expressão tanto 

do PD-L1 quanto do PD-L2 acontece por meio de citocinas pró-inflamatóias, como interferons, 

TNF-α e citocinas da cadeia y, secretadas por LTCs ativados e células NK. O PD-L1 possui 

uma ampla expressão e pode ser encontrado tanto em células de linhagem hematopoiéticas, 

como células T ativadas, células B, monócitos ativados, CD e macrófagos, quanto em células e 

tecidos não hematopoiéticos periféricos, com elevada expressão no coração, músculo 

esquelético, placenta, pulmão, rim e em células não-parenquimais do fígado, células da ilhota 

pancreática, células da glia e queratinócitos (FRANCISCO et. al., 2011; DAI et. al., 2014; 

CHAMOTO; AL-HABSI; HONJO, 2017). Em relação ao PD-L2, sua expressão foi 
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primeiramente relacionada exclusivamente as APCs, tais como macrófagos e CD. No entanto, 

foi demonstrado que a partir de estímulos microambientais a expressão de PD-L2 pode ser 

induzida em uma variedade de células imunes e não imunes, como mastócitos, linfócitos B1, 

células B de memória, células intrapulmonarias não-hematológicas e na superfície de LT sob 

sinalização de TCR (FRANCISCO et. al., 2011; MESSAL et. al., 2011; ZHANG et. al., 2019). 

A função inibitória do PD-1 ocorre a partir da ligação com o PD-L1 ou PD-L2 

mediante sinalização do TCR e é capaz de inibir os LTs no início de uma resposta imune nos 

tecidos linfoides secundários. O PD-1 possui um domínio citoplasmático com dois motivos de 

sinalização: um motivo inibidor à base de tirosina (ITIM) e um motivo de troca à base de 

tirosina (ITSM). O ITSM é mais importante para a imunoinibição do PD-1 e a partir da sua 

fosforilação ocorre o recrutamento das fosfatases SHP-1 e SHP-2 para o domínio citoplasmático 

do PD-1, desencadeando a desfosforilação direta de moléculas de sinalização associadas ao 

complexo TCR. A interação dessas moléculas para a ativação do PD-1 resulta na inibição das 

vias fosfatidilinositol 3-quinase / proteína quinase B (PI3K/Akt) e consequentemente na 

regulação negativa de Bcl-xl e NFAT afetando a sobrevivência celular e produção de IL-2. 

Adicionalmente, a desfosforilação das vias Ligante de células T ativadas / proteína Zap-70 

associada à cadeia zeta (LAT/Zap70) e C3G / Rap1, leva a diminuição da proliferação e adesão 

de LT, respectivamente, ocasionando a perda gradual da função efetora (DAI et. al., 2014; 

PEDOEEM et. al., 2014; CHAMOTO; AL-HABSI; HONJO, 2017). 

Por outro lado, o PD-L1 e o PD-L2 poderiam modular a resposta de células T efetoras 

durante a migração para o local da inflamação ou no próprio tecido-alvo através da estimulação 

e liberação de citocinas de células T como demonstrado por Shin e colaboradores (2003). Em 

seu trabalho utilizando camundongos normais e deficientes em PD-1, o efeito co-estimulador 

do PD-L2 poderia resultar de uma ação sinérgica com o sistema B7-1 / B7-2 por meio de um 

provável receptor alternativo capaz de transmitir sinais de ativação para células T CD4, 

independente do PD-1 (SHIN et. al., 2003).  

Sabe-se que alguns tipos de células tumorais podem expressar ambos os ligantes do 

PD-1, sendo o PD-L1 mais frequentemente expresso, os quais estão associados à presença e 

evasão tumoral pela anergia e apoptose de células T (KUOL et. al., 2017). Estudos com 

imunoterápicos utilizados no tratamento de neoplasias malignas também têm evidenciando a 

importância dessas moléculas na regulação da imunidade, uma vez que o bloqueio da via PD-1 

/ PD-L1 melhora a resposta imune anti-tumoral. Entretanto, efeitos adversos com características 
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autoimunes foram relatados em pacientes em terapia anti-PD-1, com reações em pele sendo o 

efeito adverso mais comumente relatado (HOFFMAN et. al., 2016; WAKADE et. al., 2016). 

Estudos realizados com camundongos diabéticos não obesos demonstraram que o PD-

1 contribui para a regulação da autoimunidade e limitação do diabetes pela regulação da 

proliferação e infiltração de células T no pâncreas e que a indução da expressão de PD-L1 reduz 

significativamente a incidência de diabetes autoimune. Da mesma forma, o surgimento do 

diabetes foi acelerado após a administração de anticorpos bloqueadores do PD-1 e PD-L1 

(ANSARI et. al., 2003; WANG et. al., 2008). Uma revisão recente demonstrou na literatura 

muitos estudos associando a deficiência ou o bloqueio de PD-1/PD-L1 com a patogênese de 

doenças autoimunes, como Artrite Reumatóide (AR), Lupus Eritematoso Sistêmico (SLE) e 

Sindrome de Sjogren (SS). Logo parece evidente o papel da via PD-1/PD-L1 na resposta imune, 

uma vez que o comprometimento dessa via implica na regulação negativa da tolerância 

periférica com falha no controle de LT autorreativos, culminando no surgimento de doenças 

autoimunes (ZAMANI et. al., 2016).   

 

2.5. Vias PD-L1/PD-L2-PD-1 e o LPO 

 

Com o objetivo de avaliar a expressão e função do PD-1 e seus ligantes no LPO, 

Youngnak-Piboonratanakit et al. (2004) demonstraram pela técnica da imunofluorescência a 

expressão de PD-1 e PD-L1 em células T tanto no infiltrado intraepitelial quanto no infiltrado 

subepitelial, sendo que o PD-L1 também foi encontrado expresso em macrófagos e 

queratinócitos localizados próximos aos LTs. Por meio da análise de cultura de células, foi 

demonstrada uma possível função regulatória do PD-L1 expresso por queratinócitos na indução 

da tolerância periférica pela estimulação da produção de IL-10 e consequente diminuição da 

proliferação de LT produção de IFN-ỿ. Da mesma forma, o bloqueio dessa proteína resultou no 

aumento significativo da resposta proliferativa de LT e produção da citocina pro-inflamatória 

INF-ỿ, demonstrando o importante papel dessa molécula na regulação da resposta imune no 

microambiente do LPO. Apesar da expressão relativamente alta de PD-L2 na cultura de 

queratinócitos, somente o PD-L1 foi capaz de regular negativamente a função dos LTs 

(YOUNGNAK-PIBOONRATANAKIT et. al., 2004).  Corroborando esses resultados, Zhou et. 

al. (2012) também determinaram por meio de cultura de células que a via PD-1/PD-L1 é capaz 

de diminuir a resposta proliferativa de LT e produção de citocinas no LPO e que o bloqueio 

dessa via estimularia a produção de INF-ỿ e IL-2. Além disso, a expressão de PD-1 e seu ligante 
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PD-L1 em amostras de LT provenientes de sangue periférico de pacientes com LPO foi avaliada 

por meio da citometria de fluxo. Os resultados revelaram um número significativamente maior 

dessas moléculas inibitórias no LPO em comparação com mucosa saudável. Além disso, a 

análise da associação dessas proteínas com a severidade do LPO demonstrou uma associação 

positiva relacionada com a expressão de PD-L1 colocar a filosofia e pensamento dos autores 

(ZHOU et. al., 2012).  

Em contrapartida, Du e colaboradores demonstraram a expressão de PD-L1 e PD-L2 

por meio de imunohistoquímica em amostras de LPO, tanto nos queratinócitos quanto no 

infiltrado inflamatório subepitelial. Entretanto, devido à diferença significativamente maior na 

expressão de PD-L2, esses autores realizaram um modelo de co-cultura de células para 

investigar a relação desta proteína com a resposta imune no microambiente do LPO. Os 

resultados reveleram que a expressão gênica (mRNA) de PD-L2 em mucosa e no sangue de 

pacientes com LPO foi consideravelmente maior em comparação com o controle. Em adição, 

o bloqueio do PD-L2 resultou na redução da proliferação de LT e produção de IL-2 e INF-ỿ, 

sugerindo que esta proteína pode exercer um possível efeito co-estimulatório no LPO (DU et. 

al., 2011). O que isso significa pro desenvolvimento da doença  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

Investigar a expressão do PD-L1 e PD-L2, bem como das populações de células PD-

1+, CD8+ e GrB+ no líquen plano oral (LPO) e correlacionar a expressão dessas moléculas e 

células com a severidade da doença.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

3.2.1 Identificar e analisar por imunoistoquimica a densidade as proteínas envolvidas 

na inibição da resposta imunológica, tais como os ligantes de morte programada-1 e -2 (PDL-1 

e PDL-2) e seu receptor PD-1, em amostras de LPO; 

3.2.2 Verificar a densidade das populações celulares PD-1+, CD8+ e GrB+ nas amostras 

de LPO; 

3.2.3 Investigar se há correlação da expressão do PD-L1 e PD-L2 com as densidades 

das populações celulares CD-8+ e GrB+; 

3.2.4 Investigar se há associação PD-L1, PD-L2 e as populações celulares PD-1+, 

CD8+ e GrB+ com os parâmetros clínicos de severidade do LPO tais como tipo clínico, 

sintomatologia e resposta à corticoterapia. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1. Tipo de Estudo, Local do Estudo e Aspectos Éticos 

Este estudo transversal e observacional faz parte de um projeto maior submetido e 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Goiás (UFG) (CAAE 

35868214.6.0000.5083; ANEXO A). A pesquisa foi realizada nos Laboratórios de 

Imunoistoquímica/Análise de Saliva e de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia 

Faculdade de Odontologia (FO)/UFG.  

 

4.2. Obtenção, seleção e caracterização da amostra 

No presente estudo foram incluídas amostras de pacientes com LPO atendidos, 

diagnosticados e acompanhados no Centro Goiano de Doenças da Boca (CGDB) entre os anos 

de 2007 e 2017. A pesquisa das anotações dos prontuários dos pacientes, bem como a revisão 

dos blocos e lâminas foi realizada.  

Foram incluídos no estudo pacientes com hipótese clínica de diagnóstico de LPO, que 

apresentavam confirmação diagnóstica através de biópsia incisional e laudo 

anatomopatológico. Todos os casos foram revisados de acordo com os critérios clínicos 

estabelecidos pela Associação Americana de Patologia Oral e Maxilofacial (AAOMP/2016) 

onde as descrições dos prontuários deveriam ser de lesões brancas ou vermelhas, multifocais, 

de distribuição simétrica, sendo classificadas em uma ou mais das seguintes formas: 

reticular/papular, atrófica (eritematosa), erosiva (ulcerativa), placa e bolhosa (CHENG et al. 

2016) (CHENG et al. 2016). A revisão dos blocos e lâminas também foi realizada de acordo 

com os critérios microscópicos da AAOMP/2016: infiltrado predominantemente linfocitário 

localizado em lâmina própria, destruição/liquefação dos queratinócitos basais, exocitose de 

linfócitos e ausência de displasia epitelial. 

Foram excluídos pacientes onde não havia informações suficientes nos prontuários 

sobre os dados clínicose resposta ao tratamentos, bem como amostras cujos blocos e lâminas 

apresentavam em mal estado de conservação ou com material insuficiente para os cortes 

microscópicos. 
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4.3. Técnicas Empregadas 

 

4.3.1. Hematoxilina e Eosina 

Os blocos dos pacientes selecionados foram seccionados em micrótomo (Leica 

RM2165, Heidelberg, Germany), obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de 5µm, 

colocados sobre lâminas histológicas e corados pelo método da Hematoxilina e Eosina (HE). 

Todos os casos foram revistos e caracterizados de acordo com os critérios histopatológicos da 

AAOMP/2016: infiltrado predominantemente linfocitário localizado em lâmina própria, 

destruição/liquefação dos queratinócitos basais, exocitose de linfócitos e ausência de displasia 

epitelial (CHENG Y.S.L. et al, 2016). 

 

4.3.2. Técnica da Imunoistoquímica 

Cortes de 3μm coletados em lâminas polarizadas (Leica) foram submetidos a técnica 

imunoistoquímica (método do polímero) para identificação das proteínas PD-L1, PD-L2, PD-

1, CD8 e GrB. Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: anti-PD-L1 (clone E1L3N; 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; 1:600), anti-PD-L2 (clone 176611; R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA; 1:800), anti-CD8 (clone C8/144B; Dako, Carpinteria, 

CA, USA; 1:200), anti-GrB (clone GrB-7, Dako, Carpinteria, CA, USA; 1:100) e anti-PD-1 

(clone NAT105, Cell Marque, Rocklin, CA, USA; pronto para uso, overnight).  De acordo com 

padronizações realizadas em estudos prévios (GONÇALVES A.S. et al. 2017; LOPES 

M.L.D.S. et al. 2019; MOSCONI C. et al. 2019), os controles positivos foram tonsila lingual 

(PD-1) e trofoblasto (PD-L1 e PD-L2) e, para o CD8 e GrB o próprio LPO foi considerado 

controle positivo (Apêndice A).  Para as etapas de desparafinização, re-hidratação e recuperação 

antigênica, os cortes foram submetidos ao TRILOGYTM (Cell Marque, Rocklin, CA, USA; 

1:100), a temperatura de 96ºC em banho maria digital (DeLeo, Porto Alegre, RS, Brazil) for 30 

minutes. As soluções de bloqueio da peroxidase endógena, de biotina endógena, os anticorpos 

secundários, solução reveladora e hematoxilina foram utilizadas conforme proposto pelo 

fabricante do Kit NovolinkTM Max Polymer Detection System (Novocastra, Leica Biosystems 

Gmb, Wetzlar, HE, Germany).  

 

4.4. Análise dos dados 

O PD-L1 e PD-L2 foram mensurados por método semi-quantitativo no revestimento 

epitelial (queratinócitos positivos) e nas células imune-inflamatórias presentes no tecido 
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conjuntivo em íntima associação com o epitélio da lesão. Os escores foram considerados da 

seguinte forma: 1= - (negativo): ≤ 1% de células positivas de acordo com o estudo de ILIE et 

al. 2016; 2= +: 1 a 10% de células positivas (focal ou difusamente distribuídas); 3= ++: 10 a 

50% de células positivas (focal ou difusamente distribuídas) e 4= +++: > 50% de células 

positivas (focal ou difusamente distribuídas).  

 As densidades (mm2) de células CD8+, GrB+ e de células mononucleares PD-1+, nas 

regiões intraepitelial e subepitelial, foram quantificadas em 03 campos microscópios 

alternados, no aumento de 40x, com o auxílio de um retículo de integração em rede quadrada 

(com área de 0,0961mm2) acoplado a ocular do microscópio de luz (4740680000000-Netzmik-

rometer 12.5 x, Carl Zeiss, Gottingen, Germany).  

A análise dos dados foi realizada utilizando o Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) software, version 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A análise estatística 

descritiva com valores absolutos e relativos dos parâmetros clínicos e demográficos coletados 

foi realizada. Para investigação da associação entre PD-L1, PD-L2, células PD-1+, CD8+ e GrB+ 

com a severidade do LPO, a amostra foi dividida nos seguintes grupos: subtipo clínico (reticular 

ou erosivo/bolhoso), sintomatologia (presente ou ausente) e resposta a corticoterapia tópica ou 

sistêmica (positiva ou sem resposta). O teste exato de Fisher foi aplicado para avaliação entre 

as variáveis nominais. Após a avaliação da normalidade dos dados numéricos utilizando o teste 

de Shapiro-Wilk, utilizou-se o teste não-paramétricos de Mann-Whitney. O teste de Wilcoxon 

foi utilizado para avaliações dependentes. O teste de Spearman foi aplicado para a correlação 

entre as populações celulares investigadas.  
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5 ARTIGO 

 

Os capítulos de resultados, discussão e conclusões serão apresentados a seguir no formato 

de artigo científico, conforme as normas do Programa de Pós-Graduação em Odontologia 

(PPGO), intitulado “Evaluation of PD-L1, PD-L2, PD-1 and cytotoxic immune response in oral 

lichen planus”, que foi submetido e aceito para publicação no periódico Oral Diseaes; ISSN 

1601-0825, qualis A2, cujas normas estão descritas no ANEXO B ao final desta dissertação. 
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ANEXO B – Normas da Revista Oral Diseases 
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