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RESUMO

O Liquen Escleroso Vulvar (LEV) é uma dermatose crénica inflamatoria, ndo
neoplésica, ndo infecciosa, de etiologia pouco conhecida, podendo ocasionar excessivo prurido
e estenose genital. Tal fato pode limitar a vida sexual e social, devido a intensa dor e trauma
locais. O tratamento padrdo desta doenca € 0 uso de corticosteroide ultra potente topico, com
intuito de restringir os sintomas, além de espagar a reativacdo do LEV. A literatura demonstra
que terapia fotodindmica (PDT) e terapia de fotobiomodulagdo (TPBM) promovem respostas
moduladoras no sitio da aplicacdo nas dermatoses cronicas. O objetivo consistiu em estudar e
comparar os efeitos da PDT, TPBM e Corticosteroide tépico no LEV, através do contexto
histoldgico e da imuno-histoquimica, além do impacto dos tratamentos sobre o prurido vulvar,
principal sintoma clinico. Estudo prospectivo, randomizado, controlado foi realizado em 36
pacientes com LEV (histopatoldgico), no setor de Ginecologia-Laserterapia do Hospital Pérola
Byington. Foram alocadas em 3 grupos (12 mulheres em cada): Corticosterdide tdpico (GC),
PDT(GPDT) e TPBM (GTPBM). Histologicamente, as laminas foram classificadas (Robboy),
no pré e pds tratamentos. A analise imuno-histoquimica ocorreu por meio dos marcadores P53,

Ki67, Citoqueratinas 10 e 14, Laminina,CD34 e Mastdcitos , alem dos marcadores da
morfologia epitelial. Analises estatisticas foram conduzidas para comparagao entre grupos, com
p< 0,05 estatisticamente significante. A histologia p6s tratamento, em todos grupos, alterou de

L2 para L1. A degeneracgdo hidrdpica, hiperqueratose e hialinizacdo do coladgeno mostraram
reducdo pos tratamentos. Todas terapias reduziram o processo inflamatério, GC em 58%,
GPDT em 30% e GTPBM em 66,7%. Os mastocitos diminuiram em todos os grupos (p= 0,405).
P53 e Ki 67 sofreram alteracdes pos tratamentos, p=0,405 e p=0,841, respectivamente. CK10 e
CK14 mostraram alteracdes ao término dos tratamentos com p=0,638 e p=0,838,
respectivamente. Laminina aumentou pos tratamentos (p=0,251). O CD34 mostrou alteracéo
pos tratamentos (p=0,405). O prurido reduziu em todos os grupos estudados, de forma similar,
p=0,926. As recorréncias variaram pés tratamentos, em 60% GC, 36,3% GPDT e 63,6%
GTPBM. Neste estudo, o prurido vulvar e o fototipo 1V, de acordo com Fitzpatrick, foram
sinalizadores importante de recorréncias. As terapias fotdnicas sdo promissoras no tratamento
do LEV, sobretudo, se comparadas ao tratamento padrdo (corticoide), que pode ocasionar
efeitos adversos. N&o obstante, novos estudos multicéntricos e com maior casuistica, ainda se
fazem necessarios para se estabelecer os melhores protocolos na aplicacéo de terapias fotdnicas.
Palavras-chave: Liquen escleroso vulvar. Terapia Fotodindmica. Laser de Baixa

Intensidade. Terapia de Fotobiomodulacdo. Propionato de Clobetasol.



ABSTRACT

Vulvar Lichen Sclerosus (VLS) is a non-neoplastic, non-infectious, chronic
inflammatory dermatosis by unknown etiology that causes intense pruritus and genital stenosis.
VLS can hinder the evacuation and urination, limiting the sexual life by pain and local trauma.
At present, the gold standard treatment is the topical ultra-potent steroids to decrease clinical
symptoms, even though they may cause several side effects. The literature indicates to chronic
dermatosis that Photodynamic therapy (PDT) and Photobiomodulation Therapy (PBMT) are
efficient treatments, which promote an effective anti-inflammatory and immunomodulatory
effects, such as VLS. The aim of this study was to evaluate and compare PDT, PBMT and
topical Corticosteroid (CG) responses in VLS by clinical (pruritus), histological and
immunohistochemical responses. A prospective, randomized, controlled clinical study in VLS
diagnosed by 36 patients at the Pérola Byington Hospital was performed. Twelve women, into
3 groups, were allocated: Steroid, PBMT and PDT Groups. Histological slides, according to
Robboy's classification, pre and post treatment were studied. Immunohistochemical analysis by
P53, Ki67, Cytokeratins 10 and 14, CD 34 and Laminin markers, as well as Mast cells (anti-
inflammatory response) were verified. Statistical analyzes among groups evaluation by
significant statistically (p< 0,05) were presented. Histological pattern changed from L2 to L1
in all treatments. Hydropic degeneration, hyperkeratosis and collagen hyalinization exhibited
diminution post treatments. All therapies reduced the inflammatory process, CG in 58%, PDTG
in 30% and TPBMG in 66.7%. Mast cells indicated reduction in all groups (p= 0.405). P53 and
Ki 67 underwent changes after treatments, p = 0.405 and p = 0.841, respectively. CK10 and
CK14 increased with p= 0.638 and p= 0.838, respectively. Laminin increased post treatments
(p= 0.251). CD34 showed post-treatment change (p= 0.405). Pruritus reduced in all groups
studied. Recurrences varied according to groups: CG recurred in 60%, PDTG in 36.3% and
TPBMG in 63.6%. The photonic therapy seems to be a significant management while compared
to steroid therapy as result of its side-effect, when applied for long periods. In this study, the
vulvar pruritus and the skin phototype (Fitzpatrick) signalized their significant recurrence.
Photonic therapies are promising, even though some multicentric studies should be carry out,
by a larger casuistic for establishing reliable protocols.

Keywords: Vulvar lichen sclerosus. Photodynamic Therapy. Photobiomodulation

Therapy. Low Level Laser Therapy. Clobetasol Propionate.
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1-INTRODUCAO

O Liquen Escleroso Vulvar (LEV) foi descrito por Hallopeau em 1887, como uma
variante do Liquen Plano (LP). S6 em 1889, Darier descreveu, histologicamente, o termo
escleroso, ao quadro clinico de uma liquenificagdo e aspecto esbranquigado de pele vulvar, que
fora descrito, anteriormente, por Hallopeau. Baseado na classificagéo clinica e histopatologica,
o LEV e LP tornaram-se condi¢es distintas, apesar de uma possibilidade da coexisténcia entre
ambas ( PEREZ-LOPEZ,2013).

O LEV é a causa mais comum de doenca crbnica vulvar. Wallace et al., em 1971,
estimou a prevaléncia entre 0,1 a 0,3% das pacientes referidas a Dermatologia, enquanto
Goldstein et al, relataram uma frequéncia do LEV ao redor de 1 a cada 60 mulheres, na pratica
ginecoldgica geral. Bleeker et al., relataram incidéncia do LEV em 14,6 por 100.000
mulheres/ano, enquanto Tasker and Wojnarowska descreveram prevaléncia de 0,1% em
mulheres na pré menarca (MURPHY,2010; BLEEKER et al,2016; TASKER et al,2003). A
forma genital ¢ mais frequente em mulheres acima de 50 anos (10:1), sendo que a regido
anogenital é comprometida em 85% das vezes enquanto a extragenital em 11% a 20%
(MURPHY,2010; BLEEKER et al,2016). Esta doenga pode acometer criancas (1:900) e o
seguimento de longo prazo se faz necessario, portanto, tem uma apresentacdo bimodal quanto
a faixa etéria: pré puberes (1:900) e pds menopausadas, sendo mais frequente em mulheres
caucasianas p6s menopausadas (GOMES,2005).

A doenca € classificada, de acordo com a International Society for the Study of
Vulvovaginal Disease (ISSVD), como dermatose cronica inflamatdria, ndo neoplasica, ndo
infecciosa, de provavel origem autoimune que afeta, principalmente, a pele genital, causando
prurido intenso, erosdo, ulceracao, aspecto esbranquicado da regido vulvar, atrofia e estenose,
resultando em mudancas do aspecto anatbmico, além de dispareunia (dor as relagdes sexuais),
dificuldade miccional e as evacuacdes, e consequentemente, a disfuncao sexual (GOMES,2005;
LYNCH,2012).

O potencial de malignizacéo é ao redor de 2% a 5%, sendo possivel observar incidéncia
entre 32% a 76% de carcinoma escamoso de vulva adjacente a area de liquen
(MONSALVEZ,2010). Em estudo de Raspollini et al, houve associagcdo positiva entre
angiogénese e COX2 no LEV, evoluindo para Carcinoma Escamoso de Vulva
(RASPOLLINI,2007).



19

1.1. ETIOPATOGENIA

O LEV apresenta etiopatogenia idiopética, todavia algumas teorias sdo descritas na
literatura, como a saber:

- Genética-Familiar: cerca de 12% do liquen pode ter origem genético-familiar
(TASKER,2003; KREUTER et al , 2012). Ha presenca no LEV, de antigenos leucocitarios
humanos (HLA) DQ 7, DQ8 e DQ 9. Em recente estudo foi demonstrado pela primeira vez que
o liquen escleroso vulvar esta associado a 5-hidroximetilagdo e expressdo alterada de enzimas
IDH, fornecendo evidéncia para um fator epigenético na patogénese ( TERLOU,2012;
OYAMA et al,2003; GAMBICHLER et al,2011).

- Alteracdes Hormonais: No LEV pode se observar dois picos de incidéncia associados
ao hipoestrogenismo, ocorrendo na pré-pubere e na menopausa tal fato permite-nos considerar
a influéncia hormonal nesta doenga. Ha relatos de diminuic&o dos niveis de diidrotestosterona
e androstenediona, que poderia levar a um inicio precoce do LEV, além da reducéo da atividade
da enzima 5 a redutase, que explicaria o insucesso do tratamento com testosterona tdpica
(KREUTER et al , 2012).

- Fatores Autoimunes: Também tém sido aceitos devido a alta associacdo com doencas
autoimunes ,sendo as mais frequentes a tireoidite em 21%, alopecia areata em 9%, vitiligo em
6% e anemia perniciosa (2%), além da presenca de anticorpos altamente especificos, que
apontam para a proteina da matriz extracelular (ECM 1) ( GAMBICHLER et al,
2011;FARREL,2006;FISTAROL,2013). O ECM 1 atua na regulacdo da membrana basal e
organizacao das fibras colagenas, a diminuicao da sua expressao, como também do CD 44, que
é uma glicoproteina de matriz celular, sendo, assim, responsavel pela interacdo célula-célula,
adesdo e migracdo que podem estar associados a génese dessa patologia .

Ha estudo reportando um fendtipo autoimune, caracterizado pelo aumento dos niveis
de citocinas especificas do Thl, um denso infiltrado de células T e incrementada a expressao
de BIC/miR-155, associado a vasculite linfocitaria,caracterizando estresse oxidativo (OYAMA
et al,2003; GAMBICHLER et al,2011).

- Infecciosa e Fatores Locais: Borrelia foi observada em pacientes com LEV, trauma e

friccdo tém sido considerados, ndo obstante, ainda sem comprovacao (FISTAROL,2013).
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1.2. MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA

No LEV o principal sintoma clinico é o intenso prurido em 90% dos casos, porém em
7% das criancas e 1% dos adultos isso ndo é observado. Outras condicdes, tais como, dor,

disturbios miccionais e dispareunia sdo também descritos.

1.2.1 SINAIS E SINTOMAS

As lesdes tipicas sdo papulas branco-nacaradas, que podem agrupar-se, conferindo um
aspecto “cellophane like” da pele, além do aspecto esbranquigado, afinamento e caracteristica
distribuigdo em “figura-de-oito” (anogenital) sdo também encontradas. Erosdes, fissuras,
pUrpuras e equimoses podem ocorrer, assim como distor¢do do aspecto anatbmico vulvar em
virtude da fusdo de pequenos labios, atrofia e estenose genital (MURPHY,2010;
TASKER,2003). O LEV pode, ainda, se manifestar em areas extragenitais, como no dorso,
torax, pescoco e fase (FISTAROL,2013).

Em estudo prévio realizado em 2015, por Belotto et al., quanto a resposta clinica do
LEV ao tratamento com corticosteroide topico e terapias fotdnicas em 28 mulheres, foi possivel
observar que as doencas de associagdo mais frequentes com a dermatose vulvar foram Diabetes,
Hipertensdo arterial e Hipotireoidismo. Na avaliacdo do prurido vulvar houve a diminui¢do da
intensidade em todos o0s grupos estudados, sendo, respectivamente, em 83,75% no Corticoide,
60% na PDT e 50% na TPBM. Quanto a recorréncia, pode-se averiguar 3 pacientes em cada
grupo, sendo que na PDT ocorreu em 1 més p6s tratamento, no Corticoide em 2 meses, e na
TPBM em 4 meses, encorajando, assim, esta pesquisa pioneira na linha da Terapia de

Fotobiomodulacdo, como alternativa ao corticoide (BELOTTO,2015).
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1.3. DIAGNOSTICO

O diagndstico é clinico, os estagios iniciais da doenca podem gerar dividas, sendo 0s
principais diagndsticos diferenciais a psoriase, liquen plano, liquen simples cronico, vitiligo e
penfigoide mucomembranoso benigno. A bidpsia é recomendada nos casos nao responsivos ao
tratamento com corticosteroide ultra-potente topico, no caso de liquen ulcerado ou ainda em
suspeita de leséo invasora (GAMBICHLER,2014).

1.3.1. HISTOPATOLOGICO

Os achados histologicos caracteristicos de LEV incluem epiderme atrofica, normal ou
até hipertrofica com graus variados de hiperqueratose, com tamponamento folicular,
degeneracdo hidropica da camada basal, melandcitos diminuidos, hialinizacdo da derme
papilar. Esta € constituida por edema, homogeneizacdo das fibras colagenas e desaparecimento
das elasticas, ademais com a presenca de banda de infiltrado inflamatério (linfocitico), logo
abaixo da derme papilar (MONSALVEZ,2010). O inicio e a persisténcia do LEV estdo
associados a presenca do processo inflamatorio cronico, formado por linfécitos T, que possuem
uma potencial acdo citotdxica (granulos citotoxicos) e se encontram muito proximas da area de
degeneracdo hidropica da camada basal. A literatura especifica descreve que, o infiltrado
inflamatdrio tem a presenca de CD4, CD8 e CD 68 (macrofago)(TERLOU,2012).

Segundo Robboy hé relacdo estreita do aspecto histoldgico com 0 momento clinico da
doenca, sendo reconhecidas trés fases em tecidos biopsiados, a saber (ROBBOY,2009).

o Lesédo Inicial de Liquen Escleroso (Early lesion): apresenta estrato corneo com
ortoqueratose compacta, afinamento da epiderme com alteracdo vacuolar da juncao
dermoepidermal, infiltrado linfocitico focal perivascular e liquendide irregular e discreto na
juncéo dermoepidermal, edema dermopapilar com variavel extensdo, conferindo uma cor palida
ao colageno dermo papilar e as fibras elésticas estdo empurradas para baixo.

o Lesdo de Liquen Escleroso Estabelecido (Established lesion): neste se
encontra o estrato corneo com ortoqueratose compacta, epiderme fina, que pode alternar com
hiperplasia (transformacdo maligna tem sido reportada nessas areas). A juncdo
dermoepidérmica revela alteracdo vacuolar com linfocitos sobrepostos, j& a membrana basal
pode estar fragmentada, evidenciando aglomerados na derme subjacente, em 6stios ampliados
de glandulas écrinas e foliculos pilosos. N&o obstante, na derme papilar e a porcao superior da
reticular, exibem profundos feixes de coldgeno homogéneo, espesso e esclerdtico. As fibras
elasticas estdo destruidas na porcdo superior da derme. Vasos dilatados dentro da &rea de

esclerose, correspondendo a telangiectasias, séo vistos clinicamente, assim como a presenca de
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macrdfagos carregados de melanina. Infiltrado linfocitico moderadamente denso perivascular
é visualizado, misturado com células plasmaticas e histiocitos, envolvendo o plexo vascular
superficial com vasos, sendo estes empurrados para baixo pela esclerose, deslocando a
inflamacdo para dentro da derme profunda.

o Lesdo Tardia de Liguen Escleroso (Old lesion): essas lesGes mostram
alteracdes esclerdticas bem estabelecidas, ou seja, epiderme fina e auséncia de anexos, além
disso, o componente inflamatorio ativo é quase sempre ausente.

Em nosso estudo utilizamos a classificacdo de Robboy, e denominamos como L1 a
Lesdo Inicial de Liquen Escleroso (Early lesion) e para L2 foram incluidas as de Liquen
Escleroso Estabelecido (Established lesion) e a Tardia de Liquen Escleroso (Old lesion): os
danos observados no tecido biologico desencadeiam uma série de mecanismos, segundo
Virshov, que sdo expressos como fases do processo inflamatorio traduzidos, como rubor, tumor,
calor e dor. Dessa forma, sdo levados ao local afetado, neutréfilos, mondcitos, queratindcitos e
fibroblastos, envolvidos na cicatrizacio e  reepitelizacdo  (BALBINO,2005;
ROBBINS&COTRAN, 2010).

Segundo Clark (1993), o reparo tecidual possui 3 fases: inflamacéo, formacéo de tecido
de granulacdo e maturacao ou remodelacéo, bem como a evolugao dessas etapas contam com o
envolvimento celular, tissular e metabdlico. Para a eficidcia de uma intervencdo deve-se
conhecer o evento desencadeante da inflamacdo e atuar, especificamente, na fase envolvida,
assim como nos processos inflamatdrios crénicos, os critérios sdo mais complexos
(BALBINO,2005).

No LEV, doenca autoimune, 0 uso de corticosteroides topicos é indicado para o controle
da inflamacdo, mas ndo favorece outras fases do processo de reparagdo tecidual
(ROBBINS&COTRAN, 2010).

1.3.2. MARCADORES BIOLOGICOS DESCRITOS EM DERMATOSES:

l. Marcadores da Morfologia Epitelial: hialinizacdo do colageno,
degeneracdo hidropica e hiperqueratose:
A pele tem fundamental importancia na protecdo contra microrganismos e
desidratacdo, além de estar envolvida com a resposta imune, cicatricial e sensorial. Para que
haja equilibrio desse sistema, o trofismo deve estar mantido com niveis adequados de

carboidratos, sais minerais, e producdo adequada da principal proteina que mantém arcabouco



25

extracelular do tecido conjuntivo, o colageno. Atualmente, sdo conhecidos 27 tipos diferentes
de colageno, que sdo compostos por trés cadeias protéicas, formando um trimero, no qual a
glicina é o principal componente, ocupando a terceira posi¢do (Gly-X-Y, onde X e Y podem
ser outros aminoacidos, exceto cisteina ou triptofano) e contém aminoécidos especializados 4-
hidroxiprolina e hidroxilisina. (ROBBINS&COTRAN, 2010).

O colageno corresponde a mais de 30% das proteinas totais do organismo e uma de suas
funcBes importante € unir e fortalecer os diferentes tecidos. O pro colégeno é secretado da célula
e clivado por proteases, formando a unidade bésica das fibrilas, cuja formacéo estd associada a
oxidacdo dos residuos de lisina e hidroxilisina por acdo da lisil-oxidase. Essa hidroxilacdo é
vitamina C-dependente, por essa razdo ha cicatrizacdo deficiente das feridas no escorbuto
(GODOY et al,2015; ALMEIDA et al, 2014). A manutencdo das propriedades fisiologicas da
vulva depende da organizacdo dos colagenos tipo I, 11l e V, que interagem com a proteina da
matriz celular. No liquen escleroso ha um decréscimo das fibras elasticas e proteina da matriz
celular (ECM 1) na zona de hialinizagao.

Godoy e colegas avaliaram por imuno-histoquimica a distribuicdo anormal do colageno
na zona de hialinizacdo do LEV, estes observaram que alteracdo anémala poderia funcionar
como, um fator desencadeante da patogénese do LEV (GODOY et al,2015). No estudo de
Almeida Jr. et al foi observado a agregacdo de complexos imunes e/ou proteinas de matriz
alteradas, estando ao longo das fibras colagenas (ALMEIDA et al, 2014).

Na morfologia epitelial relacionada ao LEV, além da hialinizacdo do coldgeno, a
degeneracdo hidrdpica e a hiperqueratose foram considerados para observar o impacto dos
tratamentos.

A degeneracéo hidropica é um processo reversivel que ocorre na camada basal, devido
ao processo inflamatério crénico, resultando na alteracdo da bomba de Na'/K* da célula. A
alteracdo da regulacéo hidroeletrolitica gera a retencdo intracelular de Na* e extracelular de K*
que facilitara a entrada rapida de 4gua na célula, causando o edema celular (ROBBOY,2009).

A hiperqueratose ocorre devido ao intenso processo inflamatdrio, que ira causar
espessamento do estrato cérneo da epiderme. Em revisdo sistematica e meta-analise de ensaios
clinicos randomizados envolvendo 249 participantes, Chi et al., evidenciaram que a utilizagéo
de propionato de clobetasol 0,05% e furoato de mometasona 0,05%, foram eficazes para tratar
LEV, propiciando reducédo da inflamacéo e da hiperqueratose (CHI et al,2012). Cattaneo et al.,
em estudo com 20 mulheres tratadas com propionato de clobetasol 0,05%, em esquema
prolongado (24 meses de tratamento), obtiveram resposta na hiperqueratose, inflamacao,
edema, atrofia epitelial, concluindo que corticoide ultra potente é altamente eficaz para tratar
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LEV (CATTANEO et al, 1992). Em revisdo de literatura, Pérez-Lopéz e Vieira- Baptista,
relataram que o corticoide ultra potente é o tratamento padréo para tratar o LEV, com reducao
da inflamacdo, hiperqueratose e degeneracdo hidropica. Fistarol e Itin, em revisao de literatura,
relataram que o uso de corticosteroide ultra potente, melhorou o sintoma clinico da doenga em
70% e em 1/5 das mulheres houve remissdo completa das alteragdes epiteliais, com reducédo da
hiperqueratose, liquenificacdo, infiltrado inflamatorio, hialinizacdo do colageno, atrofia
(PEREZ-LOPES, 2017; CATTANEO et al, 1992).

As terapias fotdnicas apresentam poucos descritores em literatura sobre mudangas
histologicas em LEV, entretanto, Olejek et al., descreveram 62% de melhora p6s PDT-ALA
em LEV, com aumento de CD44, molécula de adeséo receptora de acido hialurdnico e ligand
de osteopontina, coldgeno e metaloproteinases (OLEJEK et al,2010). Kim et al., relataram que
a PDT, além dos efeitos fototoxicos celulares, estimulava resposta imune celular, mediadores
inflamatdrios e fibroblastos (KIM,2015). A TPBM, contudo, promove incremento do pro
colageno, do fator de crescimento de fibroblastos, inibe a apoptose, melhora a perfusdo da pele,
estimulaa IL-1B, TNF-a, ICAM-1 (AVCI et al, 2013; FIORIO et al, 2017).

Il. Infiltrado Inflamatdrio, Mastdcitos e CD34:

O infiltrado inflamatério do LEV, é composto por células mononucleares em regido
supra epitelial. Cattaneo et al., relatam em estudo com 40 mulheres com LEV, que o infiltrado
linfoide dérmico é reduzido apds uso de propionato de clobetasol (CATTANEO et al, 1992).
Conforme descrito acima, inimeros sdo os relatos em literatura sobre a acdo antinflamatoria do
corticoide e terapias fotbnicas na reducdo do processo inflamatério.

Os Mastécitos sdo originados da célula pluri potencial (CD34) da medula dssea, estas
células estdo no tecido conjuntivo, contém no seu interior, histamina e heparina. Esta através
da corrente sanguinea migra para um tecido especifico, onde sofre sua maturacdo plena,
adquirindo grande quantidade de granulos no seu interior, assumindo sua morfologia definitiva.
Quando ocorre distarbio na homeostase, 0s mastocitos liberam mediadores solGveis da
imunidade inata, tais como: citocinas, quimiocinas, proteases de remodelacdo da matriz,
espécies reativas de 102 e histamina, que induzem a infiltragdo de células imunes (macréfagos,
celulas T) para que ocorra o reparo tecidual. A degranulagdo dos mastdcitos estimula a
proliferacdo tissular, induzindo a propagacdo de queratindcitos, que liberam citocinas
inflamatdrias e fatores de crescimento. Outros mediadores pré-formados e expressos pelos

mastocitos sdo: serotoninas, histamina, proteoglicanos, proteases e fator de crescimento de
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fibroblastos, que irdo produzir processo inflamatdrio, vasodilatacéo, recrutamento e adeséo
celular, fibrose e angiogénese (NIEUWENHOF et al, 2010; MALUF,2009). Em dermatite
atdpica, ativa a IL-8 é o principal mediador da resposta imune inata, cuja acédo € facilitar a
migracdo de neutréfilos, além de aumentar a expressdo das moléculas de adesdo por células
endoteliais e com isso, incrementar 0 metabolismo oxidativo. As altas concentragdes dessa
citocina pode explicar a paraceratose e hiperqueratose, que ocorre na psoriase, que € uma
dermatose similar ao LEV. Em cerca de 80% dos pacientes com mastocitose, somente a pele é
envolvida, além de que a doenca mais comum se refere a Urticaria Pigmentosa (MALUF,2009).
O aumento de mastdcitos é encontrado no infiltrado inflamatério do Liquen, Penfigoide, Liquen
Plano, ajudando a diferenciar essas patologias. Os mastdcitos, entretanto, também podem ser
vistos na periferia de lesbes pré-malignas, como na neoplasia intraepitelial de vulva
diferenciada (dNI1V). (NIEUWENHOF et al, 2010).

O CD34, ¢ uma glicoproteina presente na superficie de células progenitoras
hematopoiéticas, fibroblastos, tecido nervoso, células endoteliais e estd relacionada a
adesividade celular, sendo desta forma um potencial indicador de diferenciagao vascular.

A presenca das células dérmicas CD34 positivas na pele humana sugere que esta tem
um papel na fisiologia, podendo denotar um mecanismo regulador na fibrose cutanea e na
sintese de colageno, assim como sua perda resultaria na deficiéncia do controle da
colagenogénese na derme. Ha estudos associando a perda do CD34 na Esclerodermia, Esclerose
Sistémica e Morfeia, ja no Liguen Plano e Cutaneo esta relacionado a angiogénese (VAN DER
AVOORT et al, 2010).

1. Marcadores de Proliferacdo Celular: P53 e Ki 67

A proteina P53 é responsavel pelo reparo do DNA, apoptose e diferenciacao celular,
além da angiogénese. Essa proteina regula o ciclo celular em dois pontos: Fase G1 (ponto de
restricdo ou partida) e na transicdo da Fase G2 para a mitose.

Em situagdes de homeostase celular, essa proteina &€ mantida em niveis basais
(acdo da proteina MDM2), com ac¢éo regulatdria. Entretanto, quando héa sinais de desequilibrio
celular, a P53, que é uma proteina citoplasmatica, ira sofrer translocacdo para o ntcleo da célula
e transcri¢do (formagdo de uma molécula de RNA, por acdo da enzima RNA polimerase). Em
consequéncia, ird atuar na regulacdo do ciclo celular, apoptose, autofagia e reparo de DNA
(GAMBICHLER,2014; SOUZA,2015; ABRANTES et al,2018). Entdo, a P53 expressa no
citoplasma terd a funcéo de reparo de DNA mitocondrial e apoptose, enquanto expressa no
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nucleo da célula, ird promover regulacédo do ciclo celular, reparo de DNA, apoptose e autofagia.
Esta, ainda, envolvida, tanto na supressdo da inflamacdo quanto no cancer, contudo, as
mutacOes dessa proteina podem contribuir com a carcinogénese, devido a inativacao das suas
funcgdes nuclear e citoplasmética (CARLSON et al,2013). Essa mutacéo no gene de supressao
tumoral, é expresso em 50% de todos os tumores humanos.

No LEV a mutacdo da P53, encontra-se elevada assim como no carcinoma
escamoso de vulva, tornando-se, por essa razao, um fator prognostico para esse tipo de tumor
maligno. Hantschmann et al., avaliaram as alteracfes dessa proteina sobre a carcinogénese
vulvar, examinando sua expressdo no Carcinoma Escamoso de Vulva, na Neoplasia
Intraepitelial de Vulva, no Liquen Escleroso e na Hiperplasia de Células Escamosas
(HANTSCHMANN et al,2005). Os autores encontraram P53 positiva em 40% no liquen e na
hiperplasia de células da escamosa, 77% na neoplasia intraepitelial de vulva e em 90% dos
casos de carcinoma escamoso de vulva (CEC), tal fato sugere maior risco de desenvolvimento
de cancer de vulva, quando a proteina esta presente. Em estudo de Carlson et al., sobre os
marcadores de malignidade em LEV, os autores consideraram que a inativacao da P53, estaria
associada a carcinogénese, ja que observaram o incremento da expressdo dessa proteina nesta
dermatose, assim como em Carcinoma Escamoso de Vulva. Ademais, observaram que o LEV
de longa data, mostrou um aumento na expressao da P53, em compara¢do com aquelas com a
doenca de curta duracdo, potencializando o risco de progressdo em mulheres com LEV antigo
(GAMBICHLER et al,2011; CARLSON et al,2013). Afirmam, também, que a super-expressao
da proteina P53, associada as mutacdes e aneuploidias, seriam o fomento necessario para a
progressdo do LEV para o CEC de Vulva. Os autores concluiram que essa progressdo € o
exemplo de carcinogénese, que provam do dano celular derivado de radicais livres, produzidos
pelo processo inflamatdrio cronico. Abrantes et al., sugeriram que a P53 pode fazer a supressao
tanto de processos inflamatdrios quanto o cancer e, isso se relaciona a mecanismos de atuacédo
da P53, quando no citoplasma ou nucleo celular (ABRANTES et al,2018).

Hoang et al., observaram 83% de positividade na imunomarcacdo na P53 em Neoplasia
Intraepitelial Vulvar diferenciada (NIVd), evidenciando, deste modo uma expressdo mais
significativa nas camadas basal e suprabasal do epitélio. A possibilidade do aumento da P53 no
LEV é de 5% a 61%, promovido por provavel estresse oxidativo. A progressao da NIVd para
0 CEC de vulva é de 32,8% em 22,8 meses. Ha dois padrdes aberrantes de imunocoloracao da
P53: forte e difusa ou missense, se refere a mutagdo missense, onde ocorrerd a formagdo de
aminoacidos diferentes do original, a partir do DNA, com isso a geracdo de uma proteina de

funcéo alterada. O outro padrdo de imunocoloracdo seria 0 nulo ou negativo, ou nosense,
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referindo-se a mutacdo nosense, onde a proteina formada néo é funcional (HOANG et al,2016).
Pinto et al., demostraram em seu estudo, que a elevacao da P53 foi detectada, em apenas poucos
casos de dNIV, com imunomarcacdo missense negativas, além de auséncia de coloragédo
associada a delecdes (perda total ou parcial de um segmento do cromossomo ou ainda perda de
sequéncias nucleotidicas pelo genoma) do gene P53(PINTO et al, 2013). O que eles observaram
foi a presenca de uma marcacao fraca, em camada basal, associada a lesdes de Liquen Simples
Cronico e em Liquen Escleroso na auséncia de atipias basais e ndo associadas ao carcinoma.
Nessas enfermidades, o incremento da expressdo da P53, foi associada a uma resposta ao
estresse oxidativo/isquémico e ndo a um processo mitogénico.

O Ki 67 é um anticorpo monoclonal murino IgG classe 1, presente no nucléolo das
células proliferativas, bem como na cromatina condensada das células mitoticas. Alguns
estudos relacionam o aumento do Ki 67 em liquen escleroso em comparacdo a pele normal
(OLEJEK et al,2010). O anticorpo monoclonal Ki 67 reconhece um antigeno do nucleo, que é
expresso exclusivamente em células, que se encontram em proliferacdo celular. Assim, esse
anticorpo tem sido largamente usado, como marcador de proliferacdo celular. E expresso em
todas as fases do ciclo celular, exceto na fase GO (CARLSON et al,2013). O Ki 67 pode ser
empregado para avaliar as fracGes de crescimento dos tecidos normais reacionais e neoplasicos,
sendo utilizado para identificar fatores preditivos de neoplasia maligna, calcular a cinética

celular, ademais podendo estimar a eficacia de novos medicamentos oncol6gicos.

IV- Marcadores Relacionados a Estratificacdo Epitelial: Citoqueratinas 10 e 14,
Laminina.

o Citoqueratinas 10 e 14

Citoqueratinas sdo os constituintes do citoesqueleto de células epiteliais ou ainda séo
proteinas de queratina, que compdem os filamentos intermediarios, encontrados no
citoesqueleto intracitoplasmatico do epitélio. Possui uma distribuicéo especifica para cada tipo
de epitélio e por essa razdo sdo considerados marcadores de diferenciacdo, podendo ser
localizados atraves de anticorpos monoclonais para diagnéstico de tumores. Existem, de acordo
com estudos de genoma humano, pelo menos 49 tipos de citoqueratinas. As CQ tém
distribuicdo caracteristica de cada epitélio e seus anexos, entdo na epiderme estas podem ter
uma expressao basal, onde séo encontradas as CQ 5 e 14, ou supra basal as CQ 1 e 10.

A CQ 10 é um marcador de queratinocitos diferenciados, em geral, expresso nas

camadas supra basais da epiderme, sua expressao indica maturagéo do epitélio em proliferacao.
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A CQ 14 é considerada marcador de queratindcitos indiferenciados, incluindo células-
tronco e células de amplificagdo transitorias. Na epiderme normal, localiza-se na camada basal.
Atualmente, as mutacGes descritas em seus genes podem levar a degeneracdo da camada basal,
esclarecendo vérias enfermidades cutaneas, como em: epidermdlise bolhosa simples
hiperqueratose epidermolitica, hiperqueratose palmo plantar epidermolitica, paquioniquia
congeénita, liquen plano e dermatoses (ALMEIDA et al,2014).

A Laminina é uma glicoproteina importante em processos de diferenciagdo, migracao
e adesdo celular. Encontra-se na membrana basal, ligando-se ao colageno tipo IV, sendo que
essa ligacdo, é coordenada pela acdo dessa proteina reguladora. Quando essa ligagcdo é rompida
por citocinese ou anormalidades epiteliais, o espaco formado é preenchido por bolhas de
exsudato plasmatico do tecido conjuntivo. Esta uma das explicaces para o pénfigo bolhoso,
pois, a laminina influencia a informacéao genética dentro do ndcleo de uma célula e a sua propria
destruicdo, sendo que esta esta associada ao desenvolvimento tumoral. Avaliar a laminina no
LEV pode vir a explicar a condicdo alterada da adesividade celular devido, particularmente, ao
deposito dos imunocomplexos contra proteinas da matriz celular (MC FADDEN,2016;
AMBRA et al, 2017).



1.4 TRATAMENTOS

Como a etiopatogenia do LEV é ainda pouco esclarecida, o tratamento € indicado,
principalmente para o prurido vulvar, de modo a prevenir a formacao de cicatrizes, evitar a
deformidade anatdbmica e melhorar a qualidade de vida sexual dessas pacientes
(LIPKIN,2014;BURROWS,2011;BRODRICK,2013). Por ser classificada como doenca de
provavel origem imunoldgica, o tratamento é conservador com produtos de uso topico, sendo
esta terapia o “padrdo ouro” ¢ Dbaseia-se em corticosteréide de alta poténcia
(BRODRICK,2013). Estudo associando, a persisténcia no LEV, de COX 2 e angiogénese,
demonstra que o processo inflamatério pode vir a levar ao desenvolvimento de CEC vulvar. No
entanto, estudos ainda ndo comprovam, que 0 uso de corticosteroides prolongado, poderia

reduzir o risco de progressdo desta neoplasia maligna.

1.4.1 CORTICOSTEROIDES (GC)

Os corticosteroides sdo nomeados, de acordo com sua poténcia em relacéo ao cortisol
plasmaético, assim como pelo poder de vasoconstriccdo. Os corticosteroides topicos ultra
potentes sdo a primeira linha de tratamento do LEV, sendo o propionato de clobetasol 0,05%
pomada, 0 mais utilizado. A funcdo antinflamatdria do corticoide se da pela acdo da anexina
Al (lipocortina), que inibira a fosfolipase A2, blogueando a sintese de eicosanoides derivados
do &cido araquiddnico, com inibicdo das citocinas IL1, IL2, IL3, IL6, IL11, TNF-a. Esse
bloqueio ocorre por repressdo da transcricdo da ciclooxigenase 2 (COX 2). O efeito
antiproliferativo associado ao corticoide é devido a sua acdo antimitdtica epidérmica, com
provavel aumento da anexina Al(propriedades imunossupressoras). Tais substancias reduzem
a concentracdo de linfdcitos, mondcitos e eosinofilos, com isso ocorre a diminuicdo da resposta
imune priméaria (UVA et al,2012). O efeito apoptético e antiapoptotico decorre da diminuicao
de sobrevida de eosinofilos e linfocitos, devido ao bloqueio da IL5 e GM-CSF, que séo
eosinofilos-dependentes. Ao contrario, o corticoide reduz a apoptose e, consequentemente,
eleva a sobrevida dos neutrofilos. A acdo imunossupressora dos corticoides envolve a
eliminacdo da resposta inflamatoria, tais como: migracdo de leucdcitos, fibroblastos,
granuldcitos e alteracdo da funcdo das células endoteliais. H& com isso restricdo de celulas
dendriticas e macrofagos, resultando no declinio da IL12 e alterando a resposta imune do tipo
Th1 para Th2 (SCHOEPE et al,2006; RADOJA et al,2000; SLOMINSK et al,2014).



Cerca de 60% das pacientes exibem remissdo completa dos sintomas, com consequente
eliminacdo de equimoses, fissuras, erosdes e hiperqueratose. Sua utilizacdo é eficaz
parcialmente, porém, a atrofia da pele, as cicatrizes, estrias permanentes, hipertricose,
dermatite, eritema, hiperpigmentacdo ou hipopigmentacéo e infec¢fes oportunistas (bactérias,
fungos, virus-herpes) sdo irreversiveis com seu uso prolongado (THORSTENSEN,2012;
SCHOEPE et al,2006;ANDREW LEE, 2015).

O afinamento de pele com corticosteroide tdpico envolve o adelgagamento da epiderme
e derme, podendo atingir até a hipoderme por incremento da permeabilidade de agua portanto,
um aumento da perda de agua transepidérmica. Ha diminuicdo de proliferacdo dos
queratindcitos e fibroblastos dérmicos. Consequentemente, producédo afetada de coldgeno por
bloqueio da expressdo do gene COL1A2, que codifica a cadeia do colageno do tipo I, o qual
representa 80% de todo o colageno dérmico na pele. Os corticosteroides, também, bloqueiam a
sintese de lipides epidérmicos e reduzem colagenases. O afinamento da pele causada por uso
de corticosteroide de longo prazo, parece relacionar-se com a inibi¢do dos genes de queratina
K5-K14 (marcadores de queratindcitos basais), como também dos genes K6-K16 (marcadores
de queratindcitos ativados) e tais fatos incorrem em implicacdes na cicatrizacdo e no reparo
tissular (WEINDL,2011).

Segundo Schoepe, os corticoides tépicos foram classificados em sete grupos:
Corticoides classe | (ultra potentes), classes Il e Ill (potentes), classes IV e V (poténcia
moderada), classe VI (baixa poténcia) e VII (poténcia muito baixa). No caso de liquen escleroso
vulvar estdo indicados corticosteroides ultra potentes (classe 1) e potentes (classe 1), sendo
entre os ultrapotentes mais utilizados encontra-se a pomada de Propionato de Clobetasol 0,05%.
(SCHOEPE,2006). A agao imunossupressora dos corticoides envolve a eliminacdo da resposta
inflamatoria, tais como: migracdo de leucdcitos, fibroblastos, granulécitos e alteracdo da funcéo
das células endoteliais. Ha com isso restricdo de células dendriticas e macrofagos, resultando
no declinio da IL12 (indutora de células T), alterando a resposta imune do tipo Thl para Th2
(UVA et al,2012; RADOJA et al,2000).

O mecanismo de atuacdo do corticoide em pele baseia-se em acdo genémica e nao
gendémica. A genémica envolve o receptor de glicocorticoide (GR), que € fator de transcrigdo
ligand-dependente. Se o ligand estiver ausente, 0 GR ficard acumulado no citoplasma, ligando-
se as proteinas, entre elas a HSP 90 e HSP70 (proteinas do choque térmico). Quando o ligand
adere-se ao receptor, 0 GR migra para o nucleo e a transcricdo de genes com funcédo
antinflamatéria sdo ativados. O corticoide regula de forma negativa, por transrepressao, a

expresséo de genes pro-inflamatorios (citocinas, fatores de crescimento, moléculas de adeséo,



Oxido nitrico, prostanoides). A via ndo gendmica atua por receptores ligados a membrana e
modula a resposta de células-alvo, como em mondcitos, células T e plaquetas
(SCHOEPE,2006).

N&o ha um protocolo de aplicagdo que seja aceito universalmente, como também néo
esta bem definida a frequéncia 6tima de uso tdpico no alcance de resolucéo terapéutica eficaz.
Entretanto, apesar do afinamento da pele, devido ao uso constante de corticosteroide de alta
poténcia, ocorre uma melhora clinica e reforca, também, a teoria autoimune do liquen escleroso
(DEY,2014; VIRGILI et al,2014).

A utilizagdo requer uma fina camada de esteroide, correspondente & aproximadamente
1 gr do produto por aplicacdo (finger tip unit). A pomada deve ser aplicada uma ou duas vezes
por dia durante 2 a 4 semanas, em seguida esta deve ser reduzida para trés vezes por semana,

para que seja estipulada sua retirada (VIRGILI et al,2014).

1.4.2. TERAPIAS FOTONICAS

O Laser é um acronimo da expressdo Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation. Este representa um simbolo de avanco tecnoldgico, sendo que ha cerca um quarto
de século ingressou na vida cotidiana na area medica, aproximando a interface da fisica com a
esfera bioldgica.

1.42.1. HISTORICO

Desde a antiguidade a luz era empregada com finalidades curativas, 0s indianos por
volta de 1.000 a.C. utilizavam psoralenos associados a luz solar para tratar pacientes com
vitiligo. No final da ldade Média, a luz do sol ou até mesmo o fogo foi empregado no combate
a pandemia de peste negra na Europa, decorrente de Yersinia pestis, reduzindo, desta forma as
feridas tegumentares e bubdes.

No alvorecer do século XX, Nils R.Finsen utilizou a arc lamp com radiacdo na tentativa
de tratar lupus vulgaris e tuberculose cutanea com sucesso, recebendo o 3° prémio Nobel em
Medicina, sendo considerado o Pai da Fotomedicina. Em 1917 foram lancgadas as bases teoricas
para a compreensdo da formacao da luz do laser, quando o Einstein postulou a teoria da emissao
estimulada de radiagéo.

Em 1960, Theodore Maimann desenvolveu o que seria considerado como o primeiro
Laser, que foi empregado pela primeira vez em medicina no ano de 1961, pelo dermatologista
na Universidade de Cincinnati, professor Dr. Leon Goldman. J& o professor L' Sperance
empregou o laser de rubi e laser de argbnio em oftalmologia, em 1962, despertando assim o

interesse médico do uso de laser em diversas especialidades médicas (CHAVANTES,2008).



Em 1978, comegaram a surgir os primeiros lasers de baixa poténcia, conhecidos como
Laser de baixa intensidade (LBI), cujo espectro de emissdo situa-se no vermelho ou
infravermelho proximo, e cujo modo de ag8o difere dos demais dos Lasers cirdrgicos. Contudo,
LBI ja vinha sendo utilizado, desde final da década de 60, pelo professor Dr. Mester em
cicatrizacao de feridas com sucesso.

Em 1982, Tina Karu descreveu os mecanismos distintos relacionados a acdo do Laser
no visivel e infravermelho, empregando uma poténcia baixa, facilitando o entendimento deste
(KARU,1989).

Segundo Chavantes, os Lasers sdo classificados, de acordo com sua poténcia, em alta

ou baixa:

> Lasers de Alta Poténcia ou Cirargicos: sdo 0s que apresentam poténciaacima

de 1W e promovem aumento de temperatura tecidual acima de 45°C, levando a efeitos:

. Fototérmicos: resultam em coagulacdo, carbonizacao e vaporizacao.
. Fotomecanicoacustico: corta com alta preciséo.
. Fotoablativo: promove disrup¢édo e fotodissociacdo das moléculas com ruptura

intermolecular.

. Fotoionizante: Quebra da ligacdo quartenaria do DNA.

> Lasers com Poténcia Baixa: sdo os que apresentam poténcia <1.000 mW e
temperatura tecidual deve estar abaixo de 1° C. A aplicacdo terapéutica dos Lasers de Baixa
Poténcia se faz através da Terapia Fotodinamica (PDT) e a Terapia de Fotobiomodulacdo
(TPBM). Estes apresentam uma acéo fotofisicobioquimica, com atuagdo no receptor exdgeno
e enddgeno celular, respectivamente.

O laser de baixa intensidade (LBI) age reduzindo processo inflamatério, diminuicao de
edema, aumento da microcirculacdo local, incremento da fagocitose, proliferacdo de
fibroblastos, sintese de coldgeno, assim como apresenta uma resposta analgésica
(CHAVANTES,2008).

1.4.2.1. TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)
A PDT é uma técnica fotoquimica e tem sido opcao de tratamento em algumas doencas
ginecoldgicas e dermatologicas (OLEJEK et al,2010; ASCENCIO et al,2007; HILLEMANNS

et al,1999). Consiste da associacdo de um fotossensibilizante, bem como de uma fonte de luz



no mesmo comprimento de onda do corante, as quais devem ser ressonantes opticamente, além
da presenca do Oxigénio molecular. A droga fotossensibilizadora absorve energia diretamente
da fonte de luz e a transfere para moléculas de oxigénio, criando espécies reativas (EROs), em
particular o oxigénio singleto (*0,). Tais reagBes serdo responsaveis pelo dano e com
subsequente morte celular (ASCENCIO et al,2007; PRODROMIDOU et al, 2018).

Oxigénio singleto € um dos estados eletronicamente excitados do oxigénio molecular.
Em sistemas bioldgicos, este apresenta tempos de vida extremamente baixos, inferiores a 0,04
us. Em funcéo disso, seu raio de acdo € extremamente reduzido (menor de 0,02um). Foi
Gollnick, quem primeiramente associou a atividade tumoricida da PDT a acdo de radicais livres.
Os sitios ricos em elétrons, presentes nas células-alvo, tendem a ser os mais facilmente
modificados, como a guanina, cadeias laterais de aminodcidos, contendo estruturas aromaticas
e ligacdes de enxofre, ligacdes duplas de esteroides e lipideos insaturados. Isso resulta em danos
na parede celular, mitocondria e lisossomos, comprometendo a integridade celular de tecidos
neoplasicos.

A resposta a PDT acontece de acordo com dois mecanismos:

Tipo |, ou seja, na presenca de oxigénio molecular, o fotossensibilizante ativado pode
reagir com moléculas préximas por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, produzindo radicais
livres.

Tipo Il, onde ha transferéncia de energia ao oxigénio, gerando oxigénio singleto, que é
altamente citotoxico. Além dessa acdo, ocorre também um fotodano da membrana lipidica, com
liberacdo macica de fragmentos lipidicos e metabolitos do acido araquiddnico, que sdo potentes
mediadores inflamatérios. Ademais, pode promover as alteragdes em endotélio vascular, que
atraem neutrofilos e plaguetas, com recrutamento de células imunes no sitio foto irradiado,
resultando numa resposta imunologica local.

Autores, como Korbelic, acreditam numa memoria imunol6gica com envolvimento do
linfocito T para controle tumoral e antimicrobiano. Sua eficacia depende da seletividade e
retencdo do fotossensibilizante, da intensidade da radiacdo incidente, da transferéncia de
energia de excitagdo do agente fotossensivel e de seu efeito oxidante (CHAVANTES,2008).
Especificamente, no LEV sua eficacia tem variado, principalmente, devido as caracteristicas
dos fotossensibilizantes comumente usados, 0s quais séo topicos, necessitando de periodos que
variam de trés até doze horas para a adequada producdo de porfirina antes da interacdo com a
luz (OSIECKA et al, 2012; SOTIRIOU, 2008; BINISZKIEWICZ et al, 2005). A falta de
padronizacdo dos diversos parametros fisicos da radiacéo (fonte luminosa, poténcia, tempo de

exposicdo, densidade de energia e de poténcia, area do spot, etc) também colabora com o



sucesso parcial dessa modalidade terapéutica (TAUB, 2007). Efeitos adversos séo relatados,
como eritema, desconforto e ardor, até mesmo apo6s algumas horas da terapia. Portanto, a
associagao com anestésico intralesional é comum (ALLISON,2013; ROMERO et al,2007). No
entanto, os efeitos benéficos no LEV se sobressaltam, como o alivio dos sintomas por periodos
de até seis meses e/ou auséncia da lesdo (BINISZKIEWICZ et al, 2005).

A Terapia fotodindmica tem como premissa bésica a destruicdo de células tumorais e
microrganismos patogénicos (acdo citotoxica), resultando em oxirreducdo e producdo de
radicais livres, com seguinte morte celular. O dano endotelial promovido pela PDT no local
foto-irradiado, atrai neutréfilos, plaquetas e, consequentemente, formacdo de coagulo de
fibrina, que ira culminar em vasoconstric¢do, favorecendo a destruicdo tumoral. A resposta
inflamatdria gerada pela PDT prevé a degradacdo de fosfolipidios (dano oxidativo) com
liberagdo de mediadores inflamatdrios e citocinas como IL1- B, IL1, IL2, IL6, IL10, TNF a, G-
CSF, MMP-1 e MMP-3. Ademais, linfdcitos T auxiliares CD4 e CD8 séo ativados pds- PDT,
que podem gerar necrose ou induzir vias apoptoéticas, mesmo apds término de tratamento de
células neoplasicas (KORBELIK,2011; KHARKWAL et al,2011; NAYAK, 2005; SHARMA
et al,2012).

. FOTOSSENSIBILIZANTES

Os poucos trabalhos que tratam o LEV com PDT utilizam o &cido 5-aminolevulinico
(ALA), um precursor do agente fotossensivel protoporfirina IX, ou seu éster metil-ALA que é
mais lipofilico. Todavia, em pH fisioldgico o ALA torna-se um ion dipolar, o que retarda sua
capacidade de atravessar barreiras biologicas, tais como as membranas celulares, resultando
numa distribuicdo ndo homogénea e lenta no tecido alvo, sem mencionar seu alto custo e a
fototoxicidade (BINISZKIEWICZ et al, 2005; SOTIRIOU, 2008;VANO-GALVAN et al,
2009), por outro lado, o azul de metileno (AM), como fotossensibilizante, torna a PDT uma
opcao com excelente custo-beneficio.

O azul de metileno é um composto aromatico heterociclico solivel em agua ou alcool.
Possui um bom rendimento quantico e baixo potencial de reducdo. E atoxico e absorve
intensamente em A=664 nm, em soluc¢ao aquosa.

O azul de metileno é conhecido como um corante histologico utilizado em
microbiologia e farmacologia, pertence a classe dos benzofenotiazinicos e sua sintese foi

descrita pela primeira vez em 1876 como tintura para tecidos.



Na célula o azul de metileno acumula-se preferencialmente na mitocéndria e isso deve-
se a lipofilicidade e pela carga eletroquimica positiva atraida pela negativa mitocondrial
(KHANAL,2014; CAETANO et al, 2007; TARDIVO et al, 2005).

Quando em solucdo aquosa esta presente na forma de mondémeros (solugdes diluidas),
dimeros e agregados maiores (solu¢des bem concentradas) apresentando acdo nas bandas de
absorcéo, respectivamente entre 600 a 664 nm e 590 nm, entdo esse corante é absorvido por luz
vermelha do espectro luminoso e além de possuir um elevado rendimento quantico de oxigénio
singleto, consegue gerar varias espécies radicais e ser altamente foto estavel, também ¢é
facilmente eliminado pelo organismo, considerado atdxico e de baixo custo (CAETANO et al,
2007; TARDIVO et al, 2005). O AM tem afinidade com a melanina por ser mais lipofilico que
0 ALA e liga-se ativamente na mitocondria, ocasionando um mecanismo de reducdo da resposta
inflamatéria (UCHOA,2007; WAINWRIGHT,2005). Ademais, demonstra atividade in vivo
contra tumores, virus, doencas de pele, bactérias e fungos. Uma revisdo detalhada sobre as
caracteristicas do AM pode ser encontrada no trabalho de Tardivo et al (TARDIVO et al, 2005).

1422. TERAPIA LASER EM BAIXA INTENSIDADE OU DE
FOTOBIOMODULACAO (TPBM)
O Laser de Baixa Intensidade (LBI) surgiu com Endre Mester em Budapeste,
Hungria, em 1966, ocasido em que publicou os efeitos bioestimulatérios do Laser
(GASPAR,2009). Os Lasers terapéuticos mais utilizados nas décadas de 70 e 80 foram os de
mistura gasosa de He-Ne (632,8 nm), com emissdo na regido do vermelho do espectro
eletromagnético. Atualmente, se utiliza um semicondutor de diodo que pode ser o arsenieto de
galio (600 — 808 nm) ou estar dopado por outros elementos, além da utilizacdo de sistemas de
LEDs (light emitting diode) em poténcia baixa, sendo que as faixas mais estudadas séo as do
vermelho (600 — 700nm) e infravermelho proximo (700 — 1000 nm) (KARU,1987;JOENSEN
etal, 2011).
A TPBM tem sua aplicacdo em varias condigdes clinicas, como: controle de dor
e Ulceras devido ao seu efeito anti-inflamatorios e na regeneracdo tecidual. Este apresenta um
mecanismo de acdo que ird resultar em Fotobiomodulacdo, através de biorregulacdo de
organelas celulares, levando a uma reagdo foto fisico quimica localizada dentro da célula,
especialmente com luz no comprimento do vermelho, do espectro eletromagnético. Agéo esta,
particularmente, na membrana interna da mitocéndria, especificamente, no citocromo C
oxidase na cadeia respiratoria. A luz do laser, através da reacdo de oxirreducdo, leva a um

aumento da sintese de ATP, sendo que na faixa do infravermelho atua, principalmente, na



bomba de Na*/K+ e nos canais de Ca™ da membrana celular (KARU,1989; HOLANDA et
al,2017).

Na Fotobioestimulacdo de tecido bioldgico, baseada na excitacdo de fluoréforos
enddgenos (NAD, FAD, ...), tem como alvo a crista interna na cadeia do citocromo C oxidase
da mitocondria. Assim, os efeitos do TPBM, segundo Karu, sdo observados:

- A nivel molecular (efeitos primarios ou diretos): efeito bioelétrico, bioenergético,
bioquimico.

- A nivel celular (efeitos secundarios ou indiretos): efeitos antiedematosos,
antinflamatdrios e analgésicos.

- A nivel sistémico (ou efeitos terapéuticos): Estimulos & microcirculago, estimulo do
tropismo celular. Os efeitos da TPBM em reparo tecidual estdo bem documentados, revelando
uma acéao antinflamatdria, incrementando o nimero de células brancas, como também sintese
do colageno, estimulando a proliferacédo de fibroblastos e neovascularizacdo de tecidos lesados,
além da imunomodulacéo e dos efeitos hemodindmicos (KARU,1989).

A acdo analgésica da TPBM se d& por interferéncia na mediacdo da mensagem de dor,
através da inibicdo dos sinais nociceptivos decorrentes de nervos periféricos. Estudos ainda
demonstraram o estimulo a producdo de endorfinas, aumento da excrecdo urinaria de
glicocorticoides (inibidor da sintese de B endorfina), incremento de serotonina, diminuicao
bradicinina, histamina e acetilcolina. Outra acdo da TPBM é o acréscimo na producédo de ATP,
com consequente relaxamento muscular, aumento da microcirculacao local, removendo, assim,
substancias algogénicas, contribuindo para uma resposta analgésica (HOLANDA et al,2017).

O laser atua também na sintese de prostaglandinas, aumentando a transformacéo de
prostaglandina G2 e prostaglandina H 2 em | 2, promovendo um efeito anti edematoso e anti-
inflamatdrio. Este efeito incorre em reducdo da inflamacdo e da dor, otimizacdo do reparo
tecidual, regeneracdo de tecidos e nervos e repigmentacdo de lesdes de pele (PIVA et al, 2011;
TRAJANO et al, 2018). Importante mencionar que, essa terapia com laser de baixa intensidade
pode levar as células e tecidos para a homeostase (CHAVANTES,2008). Embora estes efeitos
sejam desejaveis no tratamento do LEV, até o presente momento nenhum trabalho foi

encontrado associando-o a TPBM.



2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O tratamento padréo para o LEV pode causar efeitos colaterais, como atrofia e estrias
permanentes, ademais ndo promove a cura. Entdo, a busca por novas terapias é desafiadora e
de suma importancia, na prética clinica ginecolégica (SCHOEPE et al, 2006). Novas propostas
terapéuticas sdo avaliadas mediante estudos clinicos, histopatoldgicos, que possam informar
sobre a seguranca e dosagem apropriada.

Até o presente momento nenhuma referéncia foi encontrada sobre TPBM em LEV ,
embora os efeitos antinflamatério e cicatrizante dessa terapéutica sejam largamente
documentados em diversas aplicagdes médicas e bioldgicas ( FIORIO et al,2017). Ha poucas
referéncias na literatura, sobre a acdo da PDT no liquen escleroso vulvar, com nimero reduzido
de pacientes, sem dados técnicos especificados, exposicdo radiante variando de 9 a 150 J/cm?,
bem como irradiancia oscilando de 40 a 700 mW/cm?, sem mencionar os trabalhos que nem
relatam a dosimetria adotada. Em estudo clinico randomizado, controlado realizado,
previamente, por Belotto et al., em Fase |, foi definida a dosagem segura e sem efeitos adversos
durante a aplicacdo de terapias foténicas (PDT e TPBM) em comparacdo com tratamento
padrdo usual (Corticosterdide topico) em LEV (PRODROMIDOU et al ,2018;
BELOTTO,2015).

J& no estudo atual, em Fase 1l, o interesse € a acdo do tratamento com PDT e TPBM
comparados ao tratamento com Corticosteroide topico (“Gold Standard”) para tratar o LEV,
avaliando a relacdo dose/resposta, determinacédo da eficacia terapéutica e seguranca em curto e
medio prazo .

Dessa forma, a importancia em averiguar a eficcia e a seguranca destes novos
tratamentos no LEV, se fazem necessarias, bem como da avaliacdo do tempo de recorréncia,
além das respostas clinica, histolégica e imuno-histoguimica.

Dentro das limitagcBes do tema, encontra-se o nimero infimo de referéncias sobre
tratamento do LEV com PDT, ademais, auséncia total de estudo com a aplicacdo de TPBM em

ginecologia, consequentemente, a ndo existéncia de protocolo dosimétrico na literatura médica.

2.1 HIPOTESE

A dosimetria empregada no presente trabalho tem como fundamentacdo um estudo
piloto clinico prévio realizado por nosso grupo, em mulheres com LEV, tratadas através da PDT
e TPBM, nas quais apds 8 aplicacdes obtiveram melhora do trofismo vulvar e reducédo do

prurido, comparado ao uso do corticoide topico (Padrdo Ouro). Espera-se que, no estudo clinico



prospectivo possa vir a contribuir com o possivel entendimento dos mecanismos de agdo desses

dois tratamentos fotdnicos e , dessa maneira, controlar essa dermatose vulvar crénica.



3. OBJETIVOS

3.1 GERAL.:
Analisar o efeito das Terapias Fotdnicas e Corticosteroide topico (procedimento padrdo)

no tratamento do Liquen Escleroso Vulvar crénico diagnosticado previamente.

3.2  ESPECIFICO:
Avaliagdo histopatoldgica, imunohistoquimica e clinica do LEV pré e pds tratamento
com Propionato de Clobetasol, PDT e TPBM, como também verificar o impacto das terapias

sobre o principal sintoma clinico, o prurido vulvar e recorréncia. Os marcadores estudados pré
e pos tratamentos foram:

1- Estudo Histoldgico

2- Andlise de marcadores da morfologia epitelial: degeneracdo hidropica,
hiperqueratose e hialiniza¢do do colageno.

3- Anadlise do infiltrado inflamatdrio, mastocitos e CD34.

4- Analise dos marcadores de proliferacdo celular: P53 e Ki67

5- Analise de marcadores relacionados a estratificacdo epitelial: CK10, CK14 e
laminina.



4. CASUISTICA E METODOLOGIA
O estudo prospectivo, randomizado, controlado foi realizado com 34 pacientes com
diagnostico histologico de LEV, devidamente matriculadas no Centro de Referéncia e Saude
da Mulher (Hospital Pérola Byington, Séo Paulo), alocadas no setor de Laserterapia no
Departamento de Ginecologia. O projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP)
da Universidade Nove de Julho, tendo sido aprovado sob parecer niumero 768.168 emitido em
27/08/2014. Apos ciéncia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE), as pacientes foram submetidas & bidpsia para confirmacéo histolégica do LEV.
Foram coletados exames laboratoriais no inicio do estudo, a saber: hemograma completo,
glicemia de jejum, T4 livre, TSH, uréia, creatinina, sddio, potassio, cortisol

plasmético e ACTH.

4.1. CRITERIOS DE INCLUSAO
Participaram deste estudo apenas mulheres com idade superior a 25 anos, portadoras de
LEV diagnosticado histologicamente e com niveis de cortisol e ACTH normais, confirmados

com exame de Sangue.

4.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Portadoras de qualquer neoplasia em curso e/ou com AIDS, discrasia sanguinea;
gravidas ou em aleitamento; pacientes em uso de corticosteroides, imunossupressores ou
anticoagulantes; insuficiéncia renal, hepatica e pulmonar-cardiovascular, além de transplante

de 6rgaos .



43. ALOCACAO DOS GRUPOS ESTUDADOS E PARAMETROS DE

TRATAMENTO

A Tabela 1 descreve 0s 0s grupos de tratamento, pacientes alocadas e parametros de

dose.

Tabela 1: Caracteristicas dos grupos estudados e dosimetria.

pontual, em 8

pontos em vulva

Grupos N Tratamento Parametros
Corticosteroide 12 | Corticosterdide Propionato de clobetasol 0,05%
topico  emvulva | pomada, aplicada uma vez ao dia

( 24/24 hs) na dose de lg/aplicacdo
(sachés de 1 g), durante 4 semanas
seguida de aplicaces alternadas por 4
semanas, total de 8 semanas de
tratamento (48/48 hs).

PDT 11 | Terapia Azul de metileno 1% intralesional, A=
fotodinamica 660 + 10 (hm), P =100 mW, DP =510
pontual :8 pontos mW/cm?, E = 4 J, DE = 20 J/ cm?, t=
em vulva 40 s, uma vez por semana durante 8

semanas
TPBM 11 | Fotobiomodulagdo | Mesmos parametros do GPDT, com

excecao do azul de metileno, uma vez

por semana durante 8 semanas

Parametros do laser: A: comprimento de onda; P: poténcia; DP: densidade de poténcia; E:

energia; DE: densidade de energia; t: tempo de exposicao.




4.4, TRATAMENTO COM CORTICOSTEROIDE TOPICO

Foram entregues as pacientes desse grupo, 45 sachés de Propionato de Clobetasol
0,05% pomada, manipulados previamente, na dose de 1 grama do produto por saché, que devera
ser foi aplicado diariamente na pele vulvar por 4 semanas. Apds esse periodo, em esquema
alternado por mais 4 semanas, num total de 8 semanas de tratamento. Essa dose corresponde a

unidade de “finger tip unit” preconizado em literatura. (Figura 1).

Figura 1: Sachés da pomada de propionato de clobetasol 0,05%. A: visao frontal. B:

visdo posterior

Fonte: CRSM



45. TRATAMENTOS FOTONICOS
O modo de aplicacdo das terapias fotdnicas foi pontual, em contato com a pele vulvar,
em 8 pontos da vulva, conforme a Figura 2, e a ponteira do Laser protegida com envoltério

plastico descartavel.

Figura 2: Pontos de aplicacdo das Terapias Fotonicas em regido vulvar.

Fonte: CRSM



4.6. ANALISES METODOLOGICAS EMPREGADAS

As analises histoldgicas e imuno-histoquimicas foram realizadas pré e pos 90 dias do
término do tratamento. Entretanto, a avaliacdo da resposta clinica, através da intensidade do
prurido, foi realizada semanalmente, nos dias de tratamento dos grupos PDT e TPBM. O GC
ndo foi acompanhado semanalmente porque o tratamento padréo foi realizado pelas préprias

pacientes, nos respectivos domicilios, por 60 dias.

461 AVALIAQAO DO FOTOTIPO DE PELE DE ACORDO COM
FITZPATRICK

As pacientes foram classificadas de acordo com fototipo de pele, através da escala
criada por Thomas B. Fitzpatrick, em 1976, que definiu 6 fototipos variando do tipo | (pele
branca) ao tipo VI (pele negra), ou ainda pela capacidade de bronzeamento de cada pessoa,
assim como sensibilidade e vermelhidao, quando da exposi¢éo solar. Assim, a classificagdo que
foi aplicada no estudo segue a seguinte orientagdo de Fitzpatrick:

I: Pele muito sensivel ao sol, queima com facilidade ficando muito vermelha e nunca

bronzeia.

I1: Pele sensivel ao sol, queima com facilidade (fica vermelha) e bronzeia pouco.

I11: Pele com sensibilidade normal ao sol, a pele bronzeia gradualmente, mas as vezes

fica vermelha

IV: Pele com sensibilidade normal, queima pouco e bronzeia com facilidade.

V: Pele pouco sensivel, queima raramente, bronzeia bastante.

VI: A pele ndo é sensivel, nunca queima, pele muito pigmentada.



462 PRURIDO
As pacientes foram indagadas quanto a intensidade do prurido vulvar para avaliar a
severidade e a duracdo do mesmo, em cada sesséo, antes e apds as irradiacdes, de acordo com

uma escala analdgica visual (Figura. 3).

Figura 3: Escala analdgica visual (EVA) para medir a intensidade do prurido vulvar.
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463 HISTOLOGIA

As bidpsias foram realizadas em dois momentos: no inicio do estudo para a confirmagéo
do diagnostico de LEV, com consequente inclusdo no protocolo de pesquisa e ao final de 90
dias do término do tratamento para a investigacdo da resposta e 0 prognostico pds tratamentos.
Os fragmentos de pele foram colocados imediatamente em frascos, contendo formol tamponado
4%, devidamente identificados com o nimero de prontuério e 0 nome das pacientes, de acordo
com rotina padrdo do préprio hospital, e encaminhados ao Laboratério de Patologia do CRSM-
Hospital Pérola Byington. Ndo houve qualquer mencdo dos grupos estudados nos frascos, de
maneira que, a analise foi cega e analisada por dois patologistas experientes.

Uma vez fixadas, as amostras foram desidratadas com alcool absoluto, clareadas com
xilol, incluidas em parafina, seccionadas em micr6tomo e reidratadas com xilol e &lcool em
diferentes concentracdes.

Trés conjuntos de cortes histolégicos foram processados. Um para coloracdo em
hematoxilina e eosina (HE), com o objetivo de reconhecer as células e seus componentes e
inferir sobre a histologia do tecido sob um microscépio 6ptico comum. Os resultados foram
classificados em duas categorias: 1 ou 2.

Na categoria 1, foi identificado o LEV inicial ou estabilizado, correspondente a

infiltrado inflamatdrio cronico abaixo da epiderme, que agride a membrana basal (inicial) ou
ainda o inicio do espessamento e hialinizagdo do colageno (estabilizado).

Ja na categoria 2, foi identificado o LEV como antigo, significando intensa

hiperqueratose, destruicdo e total hialinizacdo do colageno, corresponde a variante do liquen

cléssico.



464  ANALISE DA MORFOLOGIA EPITELIAL E HIALINIZAC}AO
COLAGENICA

Foram avaliadas a intensidade de degeneracdo hidrdpica epitelial, hiperqueratose e
hialinizacéo colagénica, observando-se as laminas coradas em HE de todos os grupos. A analise
foi realizada por somente um pesquisador, sem conhecimento dos grupos e dos periodos
experimentais.

A morfologia epitelial foi classificada em: 0 — ausente, 1 — discreta, 2 — moderada e

3 — intensa.

465. IMUNO-HISTOQUIMICA

O terceiro conjunto dos cortes histoldgicos obtido das bidpsias foi utilizado para a
técnica imuno-histoquimica, com o objetivo de delinear as mudancas inflamatorias e a
carcinogénese no LEV. Foi empregado o microarranjo tecidual (TMA) em bloco de parafina,
para o preparo posterior das laminas para a imuno-histoquimica.

O microarranjo tecidual (TMA) é uma cole¢do organizada de amostras teciduais de
dimensdes padronizadas dispostas sob a forma de matriz em uma Unica lamina. Para confeccéao
das laminas de TMA, os cortes em HE, correspondentes aos blocos doadores selecionados,
foram analisados em microscopio Optico para localizacdo e marcacdo das areas mais
representativas das lesdes. Por meio de sobreposicdo de imagens das laminas com os
respectivos blocos, as areas de interesses foram localizadas, recortadas na forma de cilindros
de 1 mm de didametro e montadas no bloco de parafina receptor em intervalos de 0,3 mm,
empregando-se o aparelho de TMA Master (3D HISTECH) (Figura 4). O procedimento foi
repetido em duplicata para cada paciente até que todos 0s espécimes estivessem representados
no bloco receptor em duas posicGes distintas. Apds o posicionamento das amostras, 0 conjunto
foi aquecido em forno a 37°C por 30 minutos e em seguida a 60°C por mais 10 minutos para
fusdo das amostras ao bloco receptor. Uma vez pronto, o bloco TMA foi cortado em seccbes
histologicas e as laminas foram submetidas aos protocolos de marcacdo por imuno-

histoquimica.



Figura 4- O TMA Master € uma maquina controlada por computador para a criagdo de

blocos de tecidos
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Fonte: Departamento de Patologia Hospital A.C.Camargo

466. MARCACAO POR IMUNO-HISTOQUIMICA

As amostras do bloco de TMA foram cortadas na espessura de 4 um, estendidas em
laminas tratadas com poly-L-lysina, desparafinizadas, reidratadas e ap6s lavagem, submetidas
ao protocolo de recuperacdo antigénica, indicada pelo fabricante de cada anticorpo.
Posteriormente, foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena utilizando peroxido de
hidrogénio a 20% em solucdo de metanol (1:1v/v) por 30 min. Em seguida, os cortes foram
incubados com o0s seguintes anticorpos primarios: anti-Ki67 (1:75, clone MIB-1, Dako
Corporation, Carpinteria, CA, EUA), anti-P53 (1:50, clone DO0-7, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, EUA), anti-CD34 (1:50, clone QBENd/10, Spring Bioscience, CA, EUA), anti-
Citoqueratina 10 (1:100, clone DE-K-10, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA), anti-
Citoqueratina 14 (1:500, clone LL002, Cell Marque, CA EUA) e anti-Laminina (1:50, clone
4C7, Diagnostic Biosystems, CA, EUA) Posteriormente, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado (LSAB, Dako, CA, EUA) na dilui¢do de 1:100 por durante 30
minutos em cémera Umida. Em seguida, a reacdo foi revelada utilizando-se a solucgéo
cromogena composta por DAB (3,3’-diaminobenzidina-Sigma Co-USA-D5637) por 5 min. As
laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer e montadas em Permount® (Fisher
Scientific NJ USA). Para controle negativo de marcacao, o anticorpo primario sera substituido

por soro ndo imune da mesma espécie do anticorpo trocado.



467. COLORAGCAOQO ESPECIAL COM AZUL DE TOLUIDINA

A coloragdo especial com azul de toluidina foi aplicada para a deteccdo de mastécitos,
por intermédio da metacromasia presente nessas células ao reagir com o corante. As laminas
foram desparafinizadas em dois banhos de xilol por 5 minutos, reidratadas em concentragdes
decrescentes de alcool etilico (100 a 80%) e lavadas em &gua por 5 minutos. Em seguida, foram
coradas com solucdo de azul de toluidina a 1%, por 1 minuto. Apds a coloracgdo, as laminas
foram novamente lavadas apds uma rapida desidratacdo, em concentracfes crescentes em alcool

etilico e, finalmente, as ldminas foram montadas em permount (Fisher Scientific NJUSA).

4.7 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As células Ki67 e p53 positivas, bem como aquelas que exibiram metacromasia ap6s
reacdo com azul de toluidina, foram quantificadas manualmente, utilizando a ferramenta de
contagem de células disponivel no software ImageJ (National Institute of Health, NIH). Os
spots contendo as respectivas marcacdes foram digitalizados em aumento original de 400X,
utilizando-se microscépio de luz convencional acoplado a cAmera digital (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha). O mesmo procedimento foi aplicado para a quantificacdo das estruturas
vasculares CD34 positivas. As marcacbes de CK10, CK14 e laminina foram analisadas
subjetivamente, observando-se a frequéncia de spots positivos e o local de marca¢do no epitélio
(se na camada basal, supra basal ou na totalidade do epitélio). Todas as analises foram feitas

pelo mesmo operador, sem conhecimento dos grupos e dos periodos experimentais.

47.1. ANALISE DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram avaliados 4 spots do mesmo caso e periodo experimental, obtidos de dois cortes
histologicos distintos. Os spots foram examinados em 100 e 400x pelo mesmo pesquisador,
sem conhecimento dos grupos e dos periodos de andlise. Para as Citoqueratinas 10 e 14 e
laminina, a expressdo imuno-histoquimica foi avaliada por método semi-quantitativo.

Foi atribuido os seguintes escores & intensidade de marcacdo imuno-histoquimica: 0 —
ausente; 1 — discreta; 2 — moderada; 3 — intensa.

Ao final da analise dos quatro spots, foi selecionado o maior escore para fins estatisticos.
Para Ki67 e p53, foram quantificadas as células epiteliais positivas em 4 campos de cada caso,

obtendo-se ao final a porcentagem de células positivas. Para 0 CD34, foi obtida a porcentagem



de marcacao imuno-histoquimica por intermedio de método de deconvolucdo da imagem, com
posterior quantificacdo somente do DAB. A éarea de marcacdo foi dividida pela éarea total

analisada, obtendo-se uma porcentagem da expressao imuno-histoquimica.

4.7.2. ANALISE DO INFILTRADO INFLAMATORIO E DE MASTOCITOS

O infiltrado inflamatdrio foi classificado em 0 — ausente, 1 — discreto, 2 — moderado e 3
— intenso, analisando-se os casos corados em HE, sem conhecimento dos grupos. Ao final, o
maior escore foi adotado para fins estatisticos. Para a quantificacdo da densidade de mastdcitos,
duas laminas de TMA foram coradas com azul de toluidina. Foram quantificados dois campos
de cada spot, com aumento de 400x, contando-se as células que exibiam metacromasia,

independentemente, de estarem exibindo degranulacao ou néo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica descritiva foi aplicada para as varidveis idade, doencas associadas,
fototipo de pele e tempo de prurido. A avaliacdo das frequéncias antes e ap6s o0s tratamentos
foi aplicada para as varidveis intensidade de prurido, histologia, citoqueratinas 10 e 14,
laminina, Ki 67, P53, CD34, mastécitos. A frequéncia da varidvel recorréncia foi avaliada
apenas nos pos tratamento. Na analise estatistica inferencial os dados foram avaliados quanto a
normalidade através do teste de normalidade, de Kolmogorov -Smirnov.

Os testes de Qui-quadrado ou Fisher foram aplicados para a diferenca de frequéncias,
segundo os tratamentos, para as variaveis intensidade de prurido, histologia, CK10, CK14 e
laminina. As variaveis intensidade de prurido, histologia, CK10, CK14 e laminina, para
amostras pareadas, tiveram suas frequéncias avaliadas pré e pds tratamentos.

Para as variaveis numéricas com amostras pareadas, o teste paramétrico T-student e o
ndo paramétrico de Wilcoxon, foram aplicados. Para avaliacdo das variaveis idade, tempo de
prurido, fototipo de pele, Ki 67, P53, CD34, mastdcitos, recorréncia pré e pds tratamento, foram
empregados teste Anova com pos-hoc Bonferroni, e teste de Dunnet T3. Para avaliagéo da
intensidade do prurido, histologia, CK10, CK14 e laminina, pré e pos tratamentos, foi aplicado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

No presente estudo, os grupos foram compostos por 12 pacientes no grupo Corticoide,
11 no grupo PDT e 11 no grupo PBM. Em todas as analises fixou-se a significancia de 5% (p<

0,05). O software utilizado foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).



Houve reducdo do nimero de casos para anélise, em alguns marcadores, em virtude de
problemas na confeccdo das amostras. Além dos fragmentos provenientes de bidpsia terem sido
diminutos, houve dificuldade no processamento histopatolégico que acabou fragmentando

ainda mais o material, situacdo que dificultou a representatividade epitelial pelo TMA.



S. RESULTADOS

5.1. IDADE
A variavel idade apresentou distribuicdo normal e variancias similares entre 0s grupos.
N&o houve diferenca significante entre os grupos quanto a idade, a media foi de 57,26 anos

(p=0,967), conforme demonstrado no Gréfico 1.

Gréficol- Idade das pacientes em funcdo dos grupos estudados.
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5.2. DOENCAS ASSOCIADAS

Foram incluidas em categorias as doencas pré-existentes, tais como: Metabdlica
(Hipertensdo arterial e/ou Diabetes mellitus), Autoimune (Hipotireoidismo), Psicossomatica
(Depresséo), conforme demonstrado no Gréfico 2.

As doencas metabolicas foram as mais frequentes entre os grupos estudados, sendo a

hipertensdo arterial a mais prevalente, sequido de psicossomatica e, por Gltimo, autoimune.

Grafico 2: Doencas pré existentes por grupo de tratamento
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5.3. FOTOTIPO DE PELE PELA CLASSIFICACAO DE FITZPATRICK

De acordo com o Teste Linear de Associacdo, ndo houve diferenca quanto ao fototipo
de pele e o tratamento proposto (p=0,629), uma vez que de 70% das pacientes encontravam-se
distribuidas entre os fototipos Il e Ill, conforme demonstra o Gréfico 3. O fototipo mais
observados entre os grupos foi o Ill, seguido do IV e VI, com distribui¢do similar entre os
grupos.

Gréfico 3- Fototipo de pele avaliado por grupo estudado.
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5.4. PRURIDO

5.4.1. VARIACAO DE TEMPO DE PRURIDO

A variacdo do tempo de prurido entre os grupos, dado em anos, néo revelou diferencas
significativas (p=0,921). A media do tempo de prurido foi de 10,6 anos, conforme demonstra o
Gréfico 4.

Gréfico 4- Variacao do tempo de prurido, em anos, entre os grupos tratamento.
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5.4.2.

INTENSIDADE DO PRURIDO

A frequéncia da intensidade do prurido pré e pds tratamento, classificado através da
escala visual analdgica (EVA), estd demonstrada na Tabela 2:
Tabela 2: Intensidade do prurido pré e pos tratamento
Pré-tratamento Pés-tratamento
EVA Corticdide PDT TPBM total Corticéide PDT TPBM total
3 3 3 9 7 8 6 21
0 25,0% 27,3% | 27,3% | 26,5% 58,3% 72,7% | 54,5% | 61,8%
L 1 0 1 2 0 0 2 2
8,3% 0,0% 9,1% 5,9% 0,0% 0,0% 18,2% 5,9%
) 1 0 1 2 2 0 1 3
8,3% 00% | 91% | 59% 16,7% 0,0% 91% | 8,8%
1 2 0 3 1 0 0 1
3 8,3% 18,2% | 0,0% | 8,8% 8,3% 00% | 00% | 29%
1 2 0 3 na na na na
4 8,3% 18,2% 0,0% 8,8% na na na na
1 1 4 6 1 0 0 1
> 8,3% 9,1% | 36,4% | 17,6% 8,3% 00% | 00% | 29%
6 2 3 0 5 na na na na
16,7% 27,3% 0,0% 14,7% na na na na
7 1 0 0 1 na na na na
8,3% 0,0% 0,0% 2,9% na na na na
na na na na 1 3 0 4
8 na na na na 8,3% 27,3% 0,0% 11,8%
1 0 0 1 0 0 1 1
S 8,3% 0,0% 0,0% 2,9% 0,0% 0,0% 9,1% 2,9%
0 0 0 2 2 0 0 1 1
0,0% 0,0% | 182% | 5,9% 0,0% 0,0% 9,1% | 2,9%
12 11 11 34 12 11 11 34
Total 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0%
Fonte: CRSM

O pré tratamento, houve auséncia de prurido em 26,5% das pacientes, enquanto que

em 20,6% apresentaram prurido leve (correspondente, ao EVA de 1 a 3), 41,1% prurido
moderado (EVA 4 a 6) e 11,7% com prurido intenso (EVA 7 a 10).

Na avaliacdo dos pos tratamento foi observado a auséncia de prurido em 61,8% das

pacientes, enquanto que em 17,6% apresentavam prurido leve (correspondente, ao EVA de 1 a

3), 2,9% prurido moderado (EVA 4-6) e 17,6% com prurido intenso (EVA 7 a 10).



5.5. HISTOLOGIA

A andlise comparativa avaliando a Histologia pré e pos tratamentos esta representada na
Gréfico 5.

Grafico 5 — Histologia pré e pds tratamentos.

ER
o
>
zZ : |
m pré tratamento < n6s tatamento
Fonte:CRSM

A analise mostrou que no grupo corticoide houve diferenca significativa na histologia
(p=0,001), pelo teste qui-quadrado, sendo que a frequéncia de padrdo do L1 das pacientes se
elevou de 4,2% (pré tratamento) para 37,5% (pos tratamento).

No grupo PDT, de forma similar (p=0,056), existiu incremento da frequéncia de L1, de
4,5% (pré tratamento) para 22,7% (p0s tratamento).

O grupo de TPBM também denotou modificacdo histolégica significativa (p=0,025),
onde a frequéncia de L1 aumentou de 4,5 (pré tratamento) para 27,3% (pds tratamento).

A histologia evidenciou diferenca significativa pds tratamento em todos 0s grupos
estudados, modificando o padrdo de L2 para L1, conforme ilustra a Figura 5.



Figura 5 —Histopatologia por grupos pré e pos tratamento. (40x)
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5.6 ANALISE DA MORFOLOGIA EPITELIAL

5.6.1 Degeneracdo Hidropica:
Nas vulvas com LEV foi verificada grande quantidade de queratindcitos exibindo

degeneracdo hidropica, por vezes provocando necrose epitelial em areas isoladas (Figuras 6

Figura 6: Cortes histologicos representativos da Histopatologia do liquen escleroso
vulvar (LE) (HE, aumentos originais de 100X e 400X)

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP

A: Vulva normal, exibindo epiderme com vérias camadas de células, camada fina de
queratina e prolongamentos epiteliais em direcdo a derme. Esta é constituida por tecido
conjuntivo denso ndo-modelado e rede vascular delicada proxima a epiderme. B: Aspecto
histolégico tipico do LE, exibindo intensa degeneracéo hidropica nas células epiteliais, fenda
subepitelial (seta) e intenso infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo. Hialinizacdo
colagénica também se faz presente (*). C: Aspecto verruciforme do LE, com intensa acantose



e degeneracdo hidrdpica, hiperqueratose, moderada hialinizacdo colagénica no conjuntivo e
moderado infiltrado inflamatério difuso predominantemente mononuclear. D: LE exibindo
atrofia epitelial e intensa hialinizacéo colagénica, com degeneracédo basofilica de fibras elasticas
na derme. Ndo se observa infiltrado inflamatorio nesse caso. E: Detalhe das células epiteliais,
exibindo degeneracdo vacuolar hidrépica. F: Intensa hiperqueratose e acantose em outro caso
de LE. G: Detalhe da matriz colagénica, evidenciando perda da nitidez da rede das fibras e
hialinizagdo, com reduzida celularidade. H: Detalhe do caso de LE apresentado em C, em que
se notam fibras elasticas basofilicas em meio a hialinizacdo colagénica, com reducdo da

celularidade e da rede vascular.

Apos os tratamentos, a TPBM reduziu significativamente a intensidade de degeneracao
hidropica enquanto os tratamentos com Corticoide e PDT ndo provocaram diferencas
significativas, conforme Gréfico 6.

Gréfico 6 — Frequéncia de casos com as marcacdes negativa, discreta, moderada e

intensa para degeneragdo hidrdpica nas vulvas normais, antes e depois dos tratamentos.
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Os efeitos dos tratamentos no LEV sdo observados na Figura 7.
Figura 7: Cortes histologicos representativos do efeito dos tratamentos sobre a vulva
(HE, aumento original 100X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP

A: Pele de vulva exibindo degeneracdo hidrdpica nas células epiteliais, fenda
subepitelial e intenso infiltrado inflamat6rio na derme, com &rea subepitelial de hialinizacdo
colagénica. B: Mesmo caso apds tratamento com corticoide, em que se nota remodelamento
epitelial, reducdo do infiltrado inflamatdrio; hialinizacdo colagénica ainda se faz presente. C:
Vulva exibindo liquen escleroso com atrofia epitelial, perda de nitidez da camada basal e
moderado infiltrado inflamat6rio na derme. D: Mesmo caso apds tratamento com PDT, em que
se nota intenso remodelamento epitelial, com hipercromatismo da camada basal, e
remodelamento da matriz colagénica, com celularidade compativel com fibroblastos. Infiltrado
inflamatorio é discreto apés o tratamento. E: Pele de vulva exibindo epitélio com intensa
acantose, degeneracdo hidropica e area focal de necrose epitelial, edema na derme subepitelial
e moderado infiltrado inflamatorio. F: Apos o tratamento com LTBI, com reducdo da



degeneracdo hidropica, inducdo de intensa acantose, auséncia de infiltrado inflamato6rio na
derme e remodelamento da matriz de colageno, porém sem distincdo das fibras da matriz

extracelular e tendéncia a hialinizacéo das fibras colagenas.

5.6.2 Hiperqueratose:
Nos casos de LEV, a hiperqueratose foi de moderada a intensa (Grafico 7). N&o houve
alteragOes significativas ap0s os tratamentos, apesar de haver uma tendéncia de o corticoide

diminuir a hiperqueratose.

Gréfico 7- Frequéncia de casos com as marcacgdes negativa, discreta, moderada e

intensa para hiperqueratose nas vulvas normais, antes e depois dos tratamentos.
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5.6.3 Hialinizacdo do colageno

No LEV, na grande maioria dos casos, moderada a intensa hialinizagdo colagénica era
observada no conjuntivo préximo ao epitelio.

Na comparagdo entre os periodos antes e depois dos tratamentos, ndo houve diferengas
significativas entre nenhum grupo, conforme demonstrado no Gréfico 8. Houve certa tendéncia
de o corticoide diminuir e a LTBI aumentar a intensidade de hialinizacéo de fibras colagenas.

Grafico 8- Frequéncia de casos com as marcagdes negativa, discreta, moderada e

intensa para hialinizacdo de fibras coladgenas nas vulvas normais, antes e depois dos

tratamentos.
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5.7. ANALISE DO INFILTRADO INFLAMATORIO

5.7.1. INTENSIDADE DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Nas vulvas normais, ndo foi encontrado infiltrado inflamatorio na maioria dos casos. No
LE o infiltrado inflamatdrio foi de moderado a intenso na maioria dos casos, sendo difuso,
predominantemente, supra epitelial e composto por células mononucleares.

Na comparacdo entre os periodos pré e pds tratamentos, ndo houve diferencas
significativas (Grafico 9). Todavia, ocorreu uma tendéncia do corticoide e da TPBM
diminuirem a intensidade do infiltrado inflamatdrio, fato ndo observado na PDT. Entre as

terapias, também ndo houve diferencas significativas.

Gréfico 9— Frequéncia de casos com as marcagdes negativa, discreta, moderada e

intensa o infiltrado inflamatdrio nas vulvas normais, antes e depois dos tratamentos.
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5.7.2. QUANTIFICACAO DE MASTOCITOS

Nas vulvas normais, a mediana de mastécitos por campo foi de 25.7 células (variacdo
de 18 a 34 células), enquanto nas vulvas com liquen escleroso foi de 31.5 células (variacao de
5 a 98 células). Os mastocitos encontravam-se, geralmente, dispersos por todo o tecido
conjuntivo, exibindo, frequentemente, a degranulagéo (Figura 8).

Comparando-se pré e poés terapias, em nenhum dos grupos ocorreu diferencas
significativas. Entretanto, observou-se que houve tendéncia mais evidente na diminuicdo da

média de mastdcitos no grupo PDT, seguido do GC e TPBM, conforme Gréficol0.

Figura 8- Representacdo dos mastocitos com presenca de degranulacéo.

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP



Gréfico 10 - Anélise comparativa pré e pos tratamentos da média de mastocitos pelo

teste de associacgdo linear.
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5.7.3. ANALISE DA DENSIDADE DE VASOS DE PEQUENO CALIBRE(CD34).
Os casos de liguen escleroso exibiram menor densidade de vasos positivos para CD34
do que os casos de vulva normal (p=0.001). Os vasos nas vulvas normais, em geral, eram de
pequeno calibre e estavam, por vezes, congestos, com luz ampla. No LEV notavam-se poucos
vasos, dispersos em uma matriz colagénica densa e sem remodelamento, conforme encontrado

na Figura 9.

Comparando-se os periodos pré e pds em cada tratamento, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos (Tabela 3).

Figura 9 — Imagens representativas de campos histologicos exibindo estruturas

vasculares positivas para CD34 (Estreptavidina-biotina, aumento original 400X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP.

A: Vulva normal, com vasos congestos e amplos. B: Vulva com liquen escleroso, com poucos
vasos positivos para CD34 e matriz colagénica dea e sem remodelamento. C: Liquen escleroso
tratado com corticoide, com vasos sanguineos menores, porém apresentando luz ampla D:
Liquen escleroso tratado com PDT, menor numero de vasos com luz de diametro reduzido E:

Liquen escleroso tratado com TPBM, mostrando aumento do nimero de vasos com luz de
pequeno diametro.



Tabela 3- Andlise comparativa pré e pds tratamentos da média de CD34.

CD 34 (Média) Antes Apos p-valor
Corticoide 3,98 3,19 0,400
PDT 5,00 3,25 0,866
TPBM 4,33 4,78 0,825

Fonte: CRSM



58 ANALISE DE PROTEINAS RELACIONADAS A ESTRATIFICACAO
EPITELIAL

5.8.1. CITOQUERATINA 10

Nas vulvas com caracteristicas de normalidade, a Ck10 foi expressa nas camadas supra
basais e superficiais do epitélio, com intensidade homogénea variando de moderada (50% dos
casos) a intensa (50%). Nos tecidos exibindo LEV antes dos tratamentos, em alguns casos
(28.1) exibiram marcacéo discreta. As demais intensidades foram semelhantes a observada na

vulva normal, representada pela Figura 10.

Figura 10 - Imagens representativas da expressao imuno-histoquimica da

citoqueratina 10 (estreptavidina-biotina, aumento original de 400X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP
A: Vulva normal, exibindo marcacdo nas camadas suprabasais e superficiais, com
intensidade de moderada a intensa. B: Vulva com liquen escleroso, na qual a intensidade da
marcacao foi mais discreta. C: Grupo Corticoide p6s tratamento, marcacdo discreta nas camadas
mais superficiais. D: Grupo PDT p6s tratamento, com padrdo semelhante ao corticdide. E:

TPBM pos tratamento, também sem diferencas nos padrdes de marcagéo.



A Tabela 4 demostra que ndo aconteceu diferencgas significativas na comparacdo da CK

10 antes e depois, em cada grupo. As marcacGes mantiveram-se homogéneas, em todas as

camadas do epitélio acima da basal e com intensidade, em geral, moderada.

Tabela 4- Expressdo da CK10 pré e pds tratamento.

Corticoide PDT TPBM
CK10 (%) | Antes | Apds | p-valor | Antes | Ap6s | p-valor | Antes | Ap6s | p-valor
Discreto 41,7 14,3 20 12,5 12,5 22,2
Moderado | 16,7 | 42,9 | 0,492 40 | 625 | 0425 | 375 | 444 | 047
Intenso 41,7 42,9 40 25 50 33,3

Fonte: CRSM




5.8.2. Citoqueratina 14

Nas vulvas normais, a expressao da Ck14 foi discreta e homogénea na camada basal e
para basal do epitélio. Nos casos de LEV antes dos tratamentos, 67.4% dos casos exibiu a Ck14
em todas as camadas epiteliais. Comparando-se os periodos antes e depois dos tratamentos, nao
houve diferencas significativas entre as frequéncias de casos exibindo a expressdo de Ck14 em
todas as camadas epiteliais. Contudo, nota-se frequéncia alta de casos exibindo intensa
marcacdo de Ck14 pos tratamento, principalmente, com PDT, fato observado com menos

frequéncia nos demais tratamentos (Figura 11).

Figura 11 - Imagens representativas da expressdo imuno-histoquimica da citoqueratina 14

(estreptavidina-biotina, aumento original de 400X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP

A: Vulva normal exibindo marcacdo discreta nas camadas basais e parabasais, B: No
LEV a intensidade da marcacéo foi intensa e esteve presente em todo o epitélio na maioria dos
casos , C: Grupo Corticdide — pos tratamento sem modificagcGes nos padrdes de marcacéo, D:
Grupo PDT, sem diferengas nos padrGes de marcacdo, E: Grupo TPBM, também sem

diferencas nos padrdes de marcacéo.



Na comparagdo pré e pos dos tratamentos, a intensidade de marcacdo foi semelhante,

sem diferencas estatisticas significativas. Destaca-se que, em 33,3% e 50.0% dos casos tratados

com TPBM e PDT, respectivamente, houve aumento da expressdo de Ck14 (marcacao intensa)

em relacéo ao periodo que antecedeu o tratamento. Comparando-se 0s tratamentos entre si, ndo

houve diferencas significativas, todavia, nota-se uma mediana maior de intensidade imuno-

histoquimica de Ck14 para o grupo PDT em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5- Teste de associacdo linear mostrando imunomarcacdo da CK14 ap6s 0s

tratamentos.
Corticoide PDT TPBM
CK14(%) | Antes | Ap6s | p-valor | Antes | Apds | p-valor | Antes | Ap6s | p-valor
Ausente 10 0 91 0 10 0
Discreto 40 28,6 36,4 37,5 40 33,3
Moderado 20 57,1 0,724 45,5 12,5 0,174 40 33,3 0,212
Intenso 30 14,3 91 50 10 33,3

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP




5.8.3. LAMININA

Nas vulvas normais, a expressao da laminina foi intensa em 60%, moderada em 20% e
negativa em 20% casos. Foi observada expressao continua e homogénea na interface da camada
basal do epitélio e o tecido conjuntivo. Nos casos de LEV antes dos tratamentos, 65.5% dos
casos exibiram expressdo negativa e 34.5%, fraca. Nenhum caso exibiu expressdo moderada ou

intensa. As lesbes de LEV ndo expressam laminina (Figura 12).

Figura 12 - Imagens representativas da expressdo imuno-histoquimica da laminina

(estreptavidina-biotina, aumento original de 400X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP.

A: Vulva normal exibindo marcacéo intensa na interface entre a camada basal e o tecido
conjuntivo; B: liquen escleroso exibindo expresséo da laminina ausente ou fraca. C: Grupo
Corticoide - nota-se expressdo moderada a intensa da laminina na maioria das situacdes. D:
Grupo PDT - expressao fraca e descontinua da laminina. E: Grupo PBM- expressao discreta

da laminina.



Os tratamentos geraram frequéncia alta de casos em que a expresséo da laminina foi
incrementada: no grupo PDT com 87,5%, Corticoide- 85,8% e TPBM- 75% casos. Houve

diferenga significativa na imunomarcacdo de laminina apds os tratamentos, de acordo com o

teste de associacéo linear (Tabela 6).

Tabela 6- Teste de associacdo linear mostrando que houve diferenca estatistica na

imunomarcacéo da laminina ap6s os tratamentos.

Corticoide PDT LBI
Laminina
(%) Antes | ApOs | p-valor | Antes | Ap6s | p-valor | Antes | Ap6s | p-valor
Ausente 40 14,3 70 12,5 70 25
Discreto 60 28,6 30 87,5 0 37,5
Moderado 0 28,6 | 0,019 0 0 0,018 20 12,5 | 0,098
Intenso 0 28,6 0 0 10 25

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP.




5.9. ANALISE DE MARCADORES DE PROLIFERACAO CELULAR:

5.9.1. P53

Na vulva normal, nenhum caso exibiu células positivas para P53 no nucleo. Todos os
casos expressaram intensa positividade no citoplasma, principalmente, nas células da camada
basal. Os casos de LEV exibiram frequéncia, significativamente, maior de células p53 positivas
no nucleo em comparacdo as vulvas normais. As células positivas eram predominantemente
basais e supra basais, com expressdo nuclear homogénea e de intensidade variada de marcagao
(Figura 13).

Figura 13— Imagens representativas da expressao de p53 no epitélio (Estreptavidina-

biotina, aumento original 400X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP.

A: Vulva normal, exibindo somente marcacéo intensa no citoplasma das células basais.
B: Vulva com liquen escleroso, exibindo maior frequéncia de células p53 positivas no nucleo.
C: Vulva com liquen tratada com corticosteroide, exibindo menor quantidade de células p53
positivas no ndcleo. D: Vulva tratada com PDT, com maior frequéncia de células positivas para
p53. E: Vulva tratada com PBM, com algumas células exibindo positividade para p53 tanto no
nucleo quanto no citoplasma.



Na comparagdo dos casos pré e pds tratamentos, em nenhum grupo houve diferengas

significativas. Somente o grupo PDT demonstrou certa tendéncia em aumento da porcentagem

de células P53 positivas, porém a diferenca em relacdo ao periodo antes do tratamento néo foi
significante (Grafico 11).

Expressao P53

Graéfico 11- Imunomarcacdo da P53: Analise de expressdo de amostras independentes
antes e ap0s cada tratamento.
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5.9.2. Ki 67

Considerando-se todas as vulvas com liquen escleroso antes do tratamento e
comparando-as com vulvas normais, as com liquen expressaram maior frequéncia de células
positivas para Ki67. A marcacdo de Ki67 foi homogénea e nuclear, com variacGes na
intensidade de marcacéo (Figura 14).

Figura 14 — Imagens representativas da expressdo de Ki67 no epitélio (Estreptavidina-

biotina, aumento original 400X).

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP.
A: Vulva normal. B: Vulva com liquen escleroso, exibindo maior frequéncia de células

Ki67 positivas. C: Vulva com liquen tratada com corticosteroide, exibindo reducdo da
frequéncia de células Ki67 positivas. D: Vulva tratada com PDT, sem alteracdo significativa da
frequéncia de células Ki67 positivas. E: Vulva tratada com TPBM, exibindo significativa

reducdo da expressdo desse marcador.



Comparando-se as vulvas com liquen pré e pds tratamentos, o grupo Corticoide reduziu,
significativamente, a frequéncia de Ki 67 (p=0.037), assim como o grupo TPBM, porém esse
sem diferenca significante (p=0,200). O grupo PDT aumentou a expressao desse marcador,
embora sem diferenca significante (p=0,234) (Tabela 7). O Grafico 12 demonstra a

imunomarcacao da Ki 67 pré e pos tratamento por grupos.

Tabela 7- Imunomarcacao do Ki 67 pré e pos tratamentos.

Ki 67 (Média) Antes Apos p-valor
Corticoide 3,84 1,3 0,037
PDT 4,31 10,06 0,234
PEM 9,27 371 0,200

Fonte: Departamento de Estomatologia da USP.

Gréfico 12 — Imunomarcacdo de Ki 67 pré e pos tratamento: Andlise de expressao de

amostras independentes antes e apds cada tratamento.
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6. RECORRENCIAS

6.1. MEDIA DE DIAS DE RECORRENCIA POR GRUPO DE TRATAMENTO

Observou-se que 0 grupo com menor nimero de recorréncias, em seguimento de 18
meses, foi 0 de PDT, onde 7 pacientes mantiveram a resposta clinica (Tabela 8). As recorréncias
mais precoces foram com 7 dias p0s tratamento nos grupos PDT e TPBM. A recorréncia mais
tardia ocorreu aos 330 dias pos tratamento no grupo de TPBM. A média de dias de recorréncia

esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 8- NUimero de casos de recorréncia pos tratamentos

Casos
Grupos Validos Ndo-avaliados Total
N Percentual N Percentual N Percentual
Corticoide 6 50,0% 6 50,0% 12 100,0%
Rec(?jri;éS;‘Cia PDT 4 36,4% 7 63,6% 11 100,0%
TPBM 7 63,6% 4 36,4% 11 100,0%
Fonte: CRSM

Tabela 9- Média de dias de recorréncia pds tratamentos

Valores Corticoide PDT TPBM
Média 96,83 113,50 114,29
Erro-padrao 38,822 42,455 43,453
Mediana 72,50 118,50 101,00
Minimo 15 7 7
Méaximo 270 210 330

Fonte: CRSM.



6.2. RECORRENCIA E INTENSIDADE DE PRURIDO: SIM/NAO

Ha diferencas estatisticas significativas apos anélise de associacdo entre recorréncia e
prurido, independentemente do tipo de tratamento. Das 50% mulheres que ndo recorreram,
41,2% ndo relataram prurido (p=0,013), de acordo com o teste do Qui-quadrado. Por outro lado,

das 50% dos casos de recorréncia, 29,4% denotaram prurido ao diagnostico (Gréfico 13).

Grafico 13: Avaliagdo de recorréncia associada a intensidade de prurido.
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6.3. RECORRENCIA, FOTOTIPO DE PELE E INTENSIDADE DE PRURIDO

O teste de associagdo linear aponta tendéncia de recorréncia em pele fototipo IV com

prurido presente (p=0,196), como observado na Tabela 10.

Tabela 10- Teste de associacdo linear avaliando fototipo de pele, intensidade de prurido

e recorréncia.

Pele (Fitzpatrick) EVA
NAO SIM TOTAL p-valor
el N 14 10 24 0,196
% Total 41,2% 41,7% 100,0%
\Y N 2 3 5
% Total 5,9% 8,8% 14,7%
VeVl N 5 0 5
% Total 14,7% 0,0% 14,7%
TOTAL N 21 13 34
% Total 61,8% 38,2% 100,0%

Fonte:CRSM



6.4. RECORRENCIA E LAMININA

Houve diferenca estatistica significativa na imunomarcacéo de laminina pds tratamento
com PDT, comparado aos demais tratamentos, conforme observado na tabela 11. Apdés PDT a

totalidade dos casos apresentaram menor expressdo significativa de laminina (p=0,049),

comparado a corticoide (42,9%) e TPBM (62,5%), como demonstrado na figura 15.

Tabela 11: Avaliacdo da recorréncia em funcdo da intensidade da imunomarcacao da

laminina, por grupo de tratamento.

Expressdo de laminina Grupo Total
Corticoide PDT TPBM

N 1 1 2 4
% Laminina 25,0% 25,0% 50,0% 100,0%
Ausente % grupo 14,3% 12,5% 25,0% 17,4%
% of Total 4,3% 4,3% 8,7% 17,4%

N 2 7 3 12
. % Laminina 16,7% 58,3% 25,0% 100,0%
Discreto % grupo 28,6% 87,5% 37,5% 52,2%
% of Total 8,7% 30,4% 13,0% 52,2%

N 2 0 1 3
% Laminina 66,7% 0,0% 33,3% 100,0%
Moderado % grupo 28,6% 0,0% 12,5% 13,0%
% of Total 8,7% 0,0% 4,3% 13,0%

N 2 0 2 4
) % Laminina 50,0% 0,0% 50,0% 100,0%
intenso % grupo 28,6% 0,0% 25,0% 17,4%
% of Total 8,7% 0,0% 8,7% 17,4%

N 7 8 8 23
% Laminina 30,4% 34,8% 34,8% 100,0%
Total % grupo 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 30,4% 34,8% 34,8% 100,0%

Fonte:CRSM




Apo6s PDT a totalidade dos casos apresentaram menor expressdo significativa de
laminina (p=0,049), comparado a corticoide (42,9%) e TPBM (62,5%), como demonstrado na
figura 15.

Figura 15: Analise da expressdo de laminina apds o tratamento com corticoide, PDT e

TPBM. Diferencas estatisticas calculadas por teste ndo-paramétrico de medianas para

amostras independentes.
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Considerando-se as mulheres com expresséo discreta de laminina e com recidiva, apés
PDT a recorréncia foi observada em uma média de 149 + 32,9 dias comparado a TPBM (18,3
* 6,6), diferenca essa com significancia estatistica (p=0,018), conforme representado na Figura
16.

Figura 16: Analise da expressao de laminina, apés o tratamento com corticoide, PDT e

TPBM, segundo a recorréncia em dias. Diferenca estatistica calculada por teste

paramétrico T-student para amostras independentes.
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7. AVALIACAO DAS DIFERENCAS DOS BIOMARCADORES NO PRE E POS
TRATAMENTOS

Conforme pode-se observar na tabela 12, para todos os tratamentos ha uma melhora
significativa na histologia para todos os tratamentos, com alteragdo do padrdo L2 para L1
(p<0,05).

Ap0s a corticoterapia ha uma diminuicao significativa na expressao de Ki67 (p=0,037).
Nota-se 0 mesmo padrdo de resposta apdés TPBM, embora sem significancia estatistica.
Contudo, para PDT observa-se um aumento na expressao de Ki67, embora ndo significativo.

Apdbs TPBM ha uma diminuicao significativa na expressdo de CK10 (p=0,046). Nota-
se 0 mesmo padrao de resposta apds PDT, embora sem significancia estatistica. Contudo, ap6s

0 corticoide ndo se observa nenhuma diferencga na expressao de CK10.



Tabela 12: Andlise das significancias da comparagdo pré e pds-tratamento para 0s
biomarcadores histologia, prurido (EVA), CK10, CK14, laminina, P53, Ki67, CD34 e

mastoécitos.

Tratamento
. Corticoide PDT TPBM
Biomarcador
p- pP- p-
Teste Teste Teste
valor valor valor
- 0,01 - 0,04 - 0,02
Histologia
2,530 1 2,000° 6 2,236° 5
- 0,12 - 0,23 - 0,17
Prurido
1,546° 2 1,195° 2 1,357° 5
0,000 1,00 - 0,18 - 0,04
CK10
d 0 1,342° 0 2,000° 6
- 0,27 - 0,25 - 0,23
CK14
1,089¢ 6 1,134°¢ 7 1,186°¢ 6
- 0,15 - 0,10 - 0,10
Laminina
1,414 7 1,633¢ 2 1,633¢ 2
- 0,75 - 0,26 0,40
P53 2,8192
0,314" 3 3,390° 6 8
2,543 0,03 - 0,23 0,20
Kie7 5,557
a 7 5,746° 4 0
0,794 0,40 - 0,86 - 0,82
CD34
2 0 0,169° 6 0,453? 5
1,714 0,79 10,35 0,41 14,30 0,46
Mastdcitos
a 6 7° 5 02 4

Em verde aumento de expressao apds o tratamento.

Em vermelho diminuigdo de expressao apds o tratamento.

a Teste T-student pareado pré — pos.

b Teste Wilcoxon p6s — pré baseado no rank positive, ¢ Teste Wilcoxon p6s — pré
baseado no rank negative, d Teste Wilcoxon pos — pré baseado na soma do rank negativo iguala

a soma do rank positivo.



A Figura 17, refere-se a expressdo de Ki 67 pré e pds tratamentos, considerando
amostras pareadas.

Figura 17 — Expressdo Ki 67 pré e pos tratamentos
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7.1 Histologia
Para todos os tratamentos a frequéncia de padrdo inicial do liquen escleroso aumenta
(Tabela 13). Contudo, ha diferenca estatistica significativa no tipo de histologia somente ap0s

o tratamento com corticoide e PDT, segundo o teste de associacdo qui-quadrado.

Tabela 13: Andlise do padréo histoldgico antes e apds os tratamentos.

Avaliagdao
Histologia Pré-tratamento | Pds-tratamento total p-valor
. L N 1 9 10
Liquen inicial % 8.3% 75.0% TL7%
. , ) N 11 3 14
Corticoide | Liquen estabelecido % oL 7% > o 8.3% 0,001
(] , 170 ,U% ,27/0
Total N 12 12 24
ota
% 100,0% 100,0% 100,0%
. L N 1 5 6
Liquen inicial % 5.1% 5.5% 27 3%
, ) N 10 6 16
PDT Liquen estabelecido % 90.9% 15% 7% 0,022
(] ,970 )2 70 , /70
Total N 11 11 22
ota
% 100,0% 100,0% 100,0%
U inicial N 1 6 7
quen inicia % 9,1% 54,5% 31,8%
, , N 10 5 15
TPBM Liquen estabelecido % 90.9% 25 5% 68.2% 0,056
Total N 11 11 22
ota
% 100,0% 100,0% 100,0%

Fonte:CRSM



7.2 Intensidade de Prurido

Em analise ndo-pareada, para todos os tratamentos, a frequéncia de auséncia de prurido
aumenta (Tabela 14). Contudo, ha diferenca estatistica significativa de em torno 3 vezes
somente apos o tratamento com PDT, segundo o teste de associa¢do qui-quadrado. Nota-se um
padrdo de resposta bem similar apds corticoterapia e TPBM.

Tabela 14: Andlise de auséncia ou presenca de prurido (EVA) antes e ap0s 0s

tratamentos.
Avaliagdo
Prurido Pré-tratamento | Pds-tratamento total p-valor
N 3 7 10
Ausente
% 25% 58% 42%
. N 9 5 14
Corticoide Presente 0,098
% 75% 42% 58%
N 12 12 24
Total
% 100% 100% 100%
N 3 8 11
Ausente
% 27,3% 72,7% 50,0%
N 8 3 11
PDT Presente 0,033
% 72,7% 27,3% 50,0%
N 11 11 22
Total
% 100,0% 100,0% 100,0%
N 3 6 9
Ausente
% 27,3% 54,5% 40,9%
N 8 5 13
TPBM Presente 0,387
% 72,7% 45,5% 59,1%
N 11 11 22
Total
% 100,0% 100,0% 100,0%

Fonte:CRSM



7.3 Laminina
A Figura 18 demonstra a expressdo de laminina, pré e pos tratamentos. Observa-se
marcacdo intensa pés tratamento do grupo corticoide e TPBM, enquanto pds PDT essa

marcacéo foi discreta.

Figura 18 — Marcacédo da Laminina pré e p0os tratamentos.
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8- ANALISE DA CORRELACAO DOS BIOMARCADORES

TRATAMENTOS

8.1. LAMININA E CITOQUERATINA 10

Existe uma correlagdo moderada entre a laminina e CK10 nos pds tratamento com

Corticoide (r= 0,71 e p= 0,075), como demonstrado na Figura 19.

Figura 19- Avaliagdo da Laminina e CK10 no pds tratamento do GC.
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8.2. P53/ Ki 67/ CD34

Observou-se uma correlacéo forte e significativa entre Ki 67 e CD34 nos pds tratamento
com PDT (r=0.84 e p= 0,009), conforme representado pela Figura 20.

Figura 20- Avaliacdo de Ki 67 e CD 34 pds PDT, através de coeficiente de correlacéo
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Fonte:CRSM



8.3. CD34 E INTENSIDADE DE PRURIDO

Houve correlagdo moderada entre prurido e CD34 pré tratamento no grupo corticoide (r
=-0,51 p=0,134) e nos pds tratamento observou-se discreta alteracéo

(r=-0,43 e p= 0,25). Ademais, houve alteracdo na correlacdo pos tratamento com PDT
e TPBM, conforme Figura 21.

Figura 21- Correlacdo entre CD34 e prurido entre os grupos de tratamento.
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8.4. Ki67e CD34

Houve correlacdo positiva e estatisticamente significante entre Ki 67 e CD34 nos pés
tratamento com PDT (r=0,84 p=0.009) conforme expresso no grafico 14, sendo tal correlacéo
inexistente antes do tratamento (r=0.099 p=0.815). Ndo ha correlacdo relevante apds o

tratamento com corticoide (r=0.009 p=0.984) e TPBM (r=0.436 p=0.463), conforme observado
na Tabela 15.



Tabela 15- Avaliagdo das correlac6es entre Ki 67 e CD34

Gréfico 14 — Correlacéo entre Ki 67 e CD34 p6s PDT
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Correlacdes Corticoide PDT TPBM
(r)
Ki 67 x CD34 -0,14 0,099 -0,45
i
Ki 67 x CD34 0,009 0,84 0,44
f
Fonte:CRSM




8.5. P53 e CK14

O CK14 e P53 aumentaram pds PDT, porém sem significancia estatistica, p= 0,275 e
p= 0,266, respectivamente. Entretanto, o incremento da P53 mostrou-se forte e,
significativamente, correlacionado com a elevacao de CK14 apds tratamento com PDT (r= 0,82
e p= 0,023), conforme demonstrado no Gréafico 15. Da mesma forma, pos tratamento com
corticoide houve correlagéo significativa entre P53 e CK14 (r=0,76 e p= 0,138), de acordo com
a Tabela 16.

Tabela 16- Avaliacdo das correlacGes entre P53 e CK 14 pré e pés tratamento.

Correlacgoes (r) Corticoide PDT TPBM

P53 X CK 14 pré 0,094 -0,022 0,62

P53 X CK 14 pos 0,76 0,82 - 0,05
Fonte:CRSM

Gréfico 15- Correlacdo entre P53 e CK14 entre os tratamentos
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8.6. RECORRENCIA X MASTOCITOS

Os mastocitos diminuem em todos os tratamentos, porém sem significancia estatistica,

entretanto, na avaliagdo pds PDT observou-se correlacédo forte significativa entre a diminuicao

de mastdcitos, com consequente reducdo da recorréncia (r= 0,71 e p=0,049), de acordo com 0

Gréfico 16. Esse fato ndo foi observado nos pds tratamento com corticoide (r=-0.065 p=0.867)

e TLBI (r=-0.068 e p=0.886), conforme demostra a Tabela 17.

Tabela 17- Avaliacdo entre recorréncia x mastécitos.

Correlagdes Corticoide PDT TPBM
(r)
Mastdcitos X -0,314 -0,344 - 0,228
recorréncia pré

Mastacitos X - 0,065 0,71 - 0,068
recorréncia pés

Fonte:CRSM

Gréfico 16- Correlacdo entre recorréncia e mastdcitos pré e pos tratamentos
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8.7. AVALIACAO DA CORRELACAO ENTRE MASTOCITOS E CD34.

As correlagdes encontradas entre mastécitos e CD34 foram de r=-0.058 (p=0.892), r=
0,032 (p=0.946) e r=0.754 (p=0.141) pds tratamento com corticoide, PDT e TPBM,
respectivamente.

Embora, haja uma diminuicdo média em torno de 33% de mastocitos poés TPBM,
comparado ao valor antes do tratamento, nota-se que o aumento médio de 10% de CD34 se
correlaciona moderadamente e positivamente com a presenca de mastécitos (r=0.754, p=0.141)
em algumas mulheres, visto no Grafico 17. Somente p6s PDT ha uma quebra de correlacéo

clara entre a presenca de mastdcitos e CD34, conforme observado na Tabela 18.

Tabela 18— Avaliacdo da correlacdo entre mastocitos e CD34.

Correlagdes (r) Corticoide PDT TPBM
Mastaocitos x CD34 0.38 0.65 0.41
inicial
Mastocitos x CD34 -0.058 0.032 0.75
final

Fonte:CRSM

Grafico 17- Avaliagdo da correlagdo entre mastocitos e CD34.
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9. DISCUSSAO

O Liquen Escleroso Vulvar é uma dermatose cronica inflamatdria, ndo neoplésica, ndo
infecciosa, provavelmente, de origem autoimune, que afeta a regido anogenital, causando
prurido intenso e estenose genital. Desta maneira, pode vir a limitar a vida sexual, sobretudo,
devido a dispareunia (intensa dor as relagdes sexuais) por trauma local. LEV é considerada a
causa mais frequente de doenca crénica vulvar com reiteradas recorréncias (BURROWS,2011;
HAEFNER et al, 2014).

A doenca € mais observada em mulheres caucasianas (FUNARO et al,2014). No
presente estudo, 70,6% das pacientes eram caucasianas (Fitzpatrick 1l e I11).

O LEV pode ocorrer em qualquer idade, no entanto, tende a ter uma distribuicdo
bimodal na pré pubere e p6s menopausa, sendo mais frequente em mulheres acima dos 50 anos
(SCHLOSSER,2015). Em nosso resultado, a média de idade foi de 59,26 anos, evidenciando a
faixa etaria mais comum.

A patogénese do LEV é desconhecida, porém, a teoria mais aceita considera a
enfermidade como autoimune, conforme apontado em recentes estudos (TERLOU et al, 2012).
Ha frequente associacdo com outros distlrbios autoimunes, tais como: tireoidite, alopecia
areata, vitiligo e anemia perniciosa (SCHLOSSER,2015; SHAW,2011).

Em no nosso trabalho, a doenca autoimune prevalente, foi o hipotireoidismo, como ja
foi mencionado na literatura. As doencgas metabdlicas associadas, como a Hipertensdo Arterial
Sistémica e a Diabetes Mellitus, também foram observadas. O estudo realizado por Belotto ja
evidenciava as mesmas enfermidades do presente trabalho (BELOTTO,2015).

O principal sintoma clinico do LEV é o prurido vulvar crénico, que se relaciona com a
doenca ativa e, cujo tratamento padrdo, baseia-se no uso de corticosteroide. O diagndstico
incorreto de LEV pode incorrer em sérios problemas nesta doenca. Ademais, a manutencéao
dessa doenca ativa, bem como a demora no tratamento do LEV resultard ndo apenas na
progressdo da enfermidade, mas ird ocasionar o desenvolvimento de cicatrizes, fusdes /
estenoses (JOENSEN et al, 2011; JOHNSON et al, 2012). Nossas enfermas mostraram fusao
de terco superior de pequenos labios, fimose clitoridiana e algumas com area de retragéo .

c. A dose total de pomada utilizada em 2 meses, foi de 45g/semana, razdo pela qual néo
obtivemos efeitos colaterais sérios. Devido ao exposto, a proposta desse estudo foi considerar
as terapias fotbnicas, como alternativas ao tratamento padrdo ouro, mostrando as alteracdes
clinicas e imuno-histoquimicas, que favorecem sua aplicagéo, além do que, evitando efeitos

colaterais e atrofia genital.



A fototerapia médica € reconhecida, desde o inicio do século passado, com a utilizacdo
de Luz para tratamento de vérias afeccGes dermatoldgicas. A PDT e a TPBM sdo reconhecidas
por sua acao fotofisico quimica, ou seja, atuagdo nos receptores exdgeno e enddgeno celulares,
respectivamente. Estes resultam em efeitos locais, além de sistémicos importantes.

Desde 1999, a PDT foi reconhecida e aprovada pelo FDA, para o tratamento da ceratose
actinica com elevados indices de cura, também passou a ser aceita sua utilizacdo nas lesdes
cutaneas ndo tumorais, devido a acdo antinflamatoria e imunomoduladora. Ja a TPBM atua no
fotoacceptor mitocondrial, principalmente, no citocromo C oxidase (CCO), além de acdo em
membranas. Karu, ainda na década de 80, afirmava que o TPBM ocorre a niveis molecular,
celular e sisttmico (KARU,1989). Os resultados da fotobiomodulagdo em varias patologias do
sistema imunoldgico,em distintos 6rgdos, nos induziu a aplicar em nossas pacientes [91]. O
presente estudo denota o pioneirismo ao utilizar a terapia de fotobiomodulacdo para tratamento
do LEV.

Em nosso estudo, nos 3 grupos, pos tratamentos, houve modificacdo do padrdo
histologico de L2 (liquen antigo) para L1 (liquen inicial), com significancia estatistica. O GC
foi o de maior relevancia nesse quesito, seguido pela TPBM e PDT, denotando uma resposta
de modulacéo epitelial relevante.

Na corticoterapia tépicas inumeros estudos demonstram sua acao, na modificacdo e
reestruturagdo do epitélio (KIRTSCHIG,2015; GUERRERO,2015).

Estudos avaliando a resposta histopatoldgica do LEV frente a PDT sdo descritos em
literatura. Olejek et al., apontaram que o padrdo histoldgico pés tratamento foi alterado em 62%
(OLEJEK et al,2010). Mills et al descreveram o aumento de TGF-f3, que facilitou a migragdo
de queratindcitos, organizando a matriz dérmica p6s PDT (MILLS et al, 2014).

No que se refere a TPBM, Zhang et al., relataram em seu estudo, que p6s tratamento,
houve reducdo do processo inflamatdrio e proliferacdo de fibroblastos (ZHANG,2018). Santos
etal., por sua vez, observaram que a TPBM promove proliferacéo de queratindcitos, diminuicao
da inflamacdo (reducdo de IL-6), migracdo de fibroblastos, aumento da angiogénese e
acréscimo na sintese de colageno (SANTOS,2017). Chavantes refere que a TPBM reduz o
edema, a inflamacéo, através da modulacdo de processos inflamatorios, ademais estimula a
angiogénese, fagocitose, proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno, condicdes estas que
facilitam cicatrizacéo tissular (CHAVANTES,2008).

Avaliamos marcadores de morfologia epitelial, como degeneracdo hidropica e
hiperqueratose, alem da hialinizac&o do colageno, que séo encontrados no LEV ativo. Em nosso

estudo, as vulvas normais, apresentaram epitélio pavimentoso estratificado, exibindo de 5 a 6



camadas epiteliais com discreta degeneragdo hidrdpica, observada em &reas isoladas do epitélio.
Nos casos de LEV houve grande quantidade de queratindcitos com degeneragdo hidrépica.
Considerando os pos tratamento houve reducdo da degeneracdo hidrépica nos 3 grupos do
estudo, sendo significativa na TPBM, seguida pelo GC e PDT. Segundo Karu, o Laser age nas
bombas de Na*/K*, facilitando, ndo s6 a drenagem linfatica, como também a reducdo do edema
local, conforme foi visto em nosso estudo.

A hiperqueratose, ocorre devido ao intenso processo inflamatério, resultando em
espessamento do estrato corneo da epiderme. Ambas alteracdes sdo descritas na histologia do
LEV (RAGAUER,2005; MOLLET,2007).

Em nosso estudo, a maioria das pacientes com vulvas normais ndo apresentaram
hiperqueratose, ao contrario, as pacientes com LEV evidenciaram frequéncia moderada a
intensa desse marcador. Todos 0s tratamentos reduziram a hiperqueratose, sendo que no GC
essa diminuicdo foi de mais evidente, seguido da TPBM e PDT. O GC promoveu uma
diminuicdo de 50% na hiperqueratose, na TPBM esse declinio foi de 33% e na PDT em 25%.

Em nosso trabalho, ainda observando os aspectos morfologicos da pele vulvar, a
hialinizacdo do colageno foi avaliada. Nas vulvas normais o tecido conjuntivo era denso néo-
modelado, sem haver espessamento ou alteracdo da rede de fibras coldgenas. No LEV, na
grande maioria dos casos, houve moderada a intensa hialinizacdo colagénica, no conjuntivo
préximo ao epitélio. No presente estudo, pds tratamento, ocorreu a diminuicéo da hialinizagédo
do colageno em 33,3% no TPBM, 16,7% no GC e 10% no PDT. Entdo, o decréscimo da
hialinizacdo do colageno envolve uma melhora do processo reparativo, que se encontra
prejudicado, no caso do LEV. Conforme estudo de prévio de Belotto, houve melhora no
trofismo longitudinal da pele vulvar, em pacientes com LEV, local onde se depositam as fibras
de colageno, seguindo o sentido das linhas de Langer, auxiliando na disposicéo dessas fibras e
melhorando, sobretudo, o aspecto da cicatrizacdo vulvar (BELOTTO,2015). No presente
trabalho também observamos uma melhora no aspecto da lesdo vulvar com a TPBM.

A avaliacdo de vasos de pequeno calibre, expressa pelo marcador CD34, nos informou
0 impacto dos tratamentos sobre a angiogénese e a resposta clinica. Na observacao de peles
normais, 0s vasos sanguineos demostraram pequeno calibre, por vezes congestos e com luz
ampla. No LEV foi observada uma densidade menor de vasos sanguineos, com pouca marcagao
de CD34, quando comparado com a pele normal. Houve aumento da vascularizagdo nos trés
tratamentos, facilitando a melhora da oxigenacéo e nutrigéo epitelial do tecido tratado.

Van der Avoort et al., mostraram em seu estudo com LEV hialinizado, que o nimero de

vasos sanguineos esta reduzido. Fistarol et al., referiram a presenca de vasos dilatados abaixo



da membrana basal, infiltrado liquendide e retificacdo das cristas epidérmicas (“rete ridge ) no
LEV (VAN DER AVOORT et al ,2010; FISTAROL,2013). Evangelou et al., por sua vez, ao
avaliarem o tratamento com PDT-ALA, demonstraram aumento de CD34 e CD8, 24 hs ap6s 0
tratamento, portanto, melhora da vascularizacdo dérmica (EVANGELOQOU et al,2011).

Na avaliacdo sobre o infiltrado inflamatério, pudemos observar que em peles normais
encontrava-se ausente, entretanto, situacédo diferente foi observada no LEV, onde sua presenca
foi de moderada a intensa e composto por células mononucleares. Apds os tratamentos, houve
reducdo do infiltrado inflamatorio, sinalizando melhora clinica e, possivelmente, evitando a
progressdo da doenca. A alteracéo sobre o infiltrado inflamatdrio ap6s uso de corticosteroide e
terapias fotbnicas, foi descrito por inUmeros autores, que apontam sua diminui¢do (MILLS et
al,2014; REGAUER,2005; SHI et al, 2016). E importante ressaltar que, as possiveis causas de
progressdo para doenca invasora sdo alteragdes imunologicas locais, mutacdes da P53,
persisténcia do processo inflamatério e a hiperqueratose (GREEN,2009; CARLSON et al,2013;
BRODRICK,2013), entdo a diminuicdo da inflamag&o no LEV é mandatorio.

Em nosso estudo, quando avaliamos a quantificagdo dos mastocitos, pudemos observar
gue no LEV encontrava-se aumentado e, com frequéncia, degranulados. As terapias fotonicas
evidenciaram uma reducdo do nimero de mastocitos, bem superior ao GC. Em nosso estudo, a
reducdo do ndmero de mastdcitos, provavelmente, promoveu a melhora da fibrose, da
hiperqueratose e inibiu a inflamacdo. Esta também impediu a infiltracdo intraepitelial por
mastocitos imunorreativos, que liberam a triptase (enzima liberada por mastocitos
degranulados), responsavel pela relevante acdo na angiogénese e desenvolvimento tumoral.
(SOUZA et al,2015).

Na analise dos marcadores de proliferacdo celular, avaliamos a imunomarcacao da P53
e observamos que a expressao dessa proteina reguladora em vulvas normais nao foi positiva no
nacleo, mas sim, no citoplasma das células, sendo encontrada, principalmente, na camada basal
do epitélio, controlando o ciclo celular. Nos casos de LEV, houve frequéncia maior de P53
positiva no nucleo, nas camadas basais e supra basais, com intensidade variada de marcagéo,
podendo relacionar-se ao estresse oxidativo/isquémico e ndo a um processo mutagénico. Apds
os tratamentos, identificamos, que no GC houve frequéncia menor de P53 positiva no nucleo
das células. Na PDT, houve elevacdo desse marcador, principalmente, no ndcleo celular. A
TPBM, entretanto, demonstrou uma redugdo da P53, com algumas células marcadas no nucleo
e citoplasma.

Em nosso estudo, o grupo Corticoide mostrou imunomarcacao no nucleo, onde a P53

tem acdo de reparo de DNA e regulacédo do ciclo celular. Schoepe et al., demostraram em seu



trabalho, que os corticoides medeiam seus efeitos, através de diversos mecanismos genémico,
por ligacdo do receptor intracelular de corticoide, que serd transportado ao nucleo da célula. A
via ndo gendmica refere-se a receptores ligados a membrana e modula a resposta de células-
alvo (mondcitos, células T e plaquetas). Esses mecanismos explicam a acdo antinflamatoria,
antimitotica, apoptdtica, vasoconstrictora e imunomoduladora associadas ao corticoide
(SCHOEPE et al, 2006).

Em nosso estudo, no grupo de Terapia Fotodinamica, a localizacdo da P53 foi nuclear
evidenciando um incremento em 50% nesse marcador, que pode estar traduzindo no reparo de
DNA. Abrantes et al. referiram que a PTD, com Azul de Metileno, causa ativagio
citoplasmatica da P53, que ira contribuir com a morte celular por apoptose. Cazafia et al.,
também, observaram que em areas tratadas com PDT, previamente, para lesdo escamosa
invasora, a expressdo do P53 foi menor que o grupo controle (CEC nao tratado), por mecanismo
survivina dependente (CAZANA et al, 2017; ABRANTES et al, 2018). Em estudo de
Bagazgoitia et al., a expressdo de P53 foi reduzida p6s PDT para tratar ceratose actinica
(BAGAZGOITIA et al, 2011).

Em nosso trabalho, no TPBM, foi 0 que denotou a maior reducdo da P53, assim como
0 padréo inalterado dessa proteina comparado ao pré tratamento, ocorrendo imunomarcagdes
em algumas células tanto no nucleo quanto no citoplasma. Esse padrdo de reducdo de P53 é
descrito em literatura e envolve de maneira mais efetiva, o processo de reparacéo tecidual, bem
como a regulacéo do ciclo celular.

Em nosso estudo foi avaliada a proteina nuclear Ki 67, que é um importante marcador
de proliferacdo, atuando na manutencdo e/ou regulacdo do ciclo de divisdo celular, além de
estar relacionado com o curso clinico das lesGes neoplasicas. Em nossas observagdes nos casos
de LEV, a frequéncia de células que expressaram positividade para esse marcador, foi superior
ao observado em vulvas normais e com distribuicdo homogénea nuclear. Alguns autores
atribuem a presenca do Ki 67, como sendo um marcador potencial para lesdes pré-malignas e
malignas (VAN DER AVOORT et al, 2010; CARLSON et al, 2013; CAZANA et al, 2017).
Hoang et al., ainda atribuem que a colora¢do da imunomarcacdo diferencia a lesdo benigna
daquelas com risco de progressdo (HOANG et al, 2016).

O Ki 67 no GC demostrou reducdo na imunomarcagao pos tratamento, situagdo também
observada em estudo de Gomes e col. (GOMES, 2005). Essa condicdo retrata a acdo
antiproliferativa e antimitotica epidérmica, associada ao corticoide topico.

Na TPBM houve diminuicdo na imunomarcacdo do Ki 67, o que corrobora com o

controle de proliferacdo celular, observada no LEV preé-tratamento, além da acao



antinflamatéria e de reparo tecidual. Zhang et al., observaram que a proliferacdo celular
associada a TPBM, pode ser dose-dependente, e que é um mecanismo, onde ha agdo de quinases
reguladoras desse processo (ZHANG,2018). Em nosso estudo no LEV, houve controle da
proliferacdo celular, de acordo com a nossa dose proposta, devido a reducdo do Ki 67.

O grupo PDT também mostrou reducéo da frequéncia de marcacdo do Ki 67, contudo,
quando comparado aos demais grupos de tratamento, foi 0 que apresentou maior marcacao
dessa proteina. Assim, ha uma sinalizacdo de proliferacdo associada a PDT, secundaria ao
processo de morte celular fotoinduzida, porém, sem mostrar risco mitogénico, uma vez que as
células em proliferagdo ndo demonstravam diferenciacdo na estratificacdo. Olejek et al., em seu
trabalho observaram, ao término do tratamento com PDT em LEV, que a expressdo do Ki 67
ndo mudou significativamente, demonstrando que a terapia fotodindmica ndo conduziu a uma
transformacéo neoplasica (OLEJEK et al,2010).

Avaliando as proteinas relacionadas a estratificacdo epitelial, as citoqueratinas fazem
parte do citoesqueleto, conferindo a estabilidade mecénica e integridade das células epiteliais,
particularmente, dos queratindcitos. Os queratindcitos indiferenciados sdo expressos pela
CK14, enquanto a CK10 expressa queratindcitos diferenciados. Mutacdes em seus genes,
alteram sua estrutura molecular, resultando em genodermatoses (epidermolise bolhosa).
Segundo Almeida Jr., as citoqueratinas sdo considerados relevantes marcadores de
diferenciagéo epitelial (ALMEIDA et al,2014).

Em nosso estudo em condicdo de vulva normal, a citoqueratina 14, teve representacao
discreta e homogénea nas camadas basal e parabasal. Ja nos casos de LE houve incremento da
marcacdo positiva para CK14 em todas as camadas do epitélio. Wei et al., mostraram em seu
estudo, que a perda da expressdo de CK14 foi encontrada em queratindcitos basais de pacientes,
com liquen escleroso (WEI et al, 2016).

No GC incorreu um aumento ndo expressivo da imunomarcacdo de CK14 (marcacao
intensa), comparado ao pré tratamento. O corticosteroide possui efeito antiproliferativo e acéo
anti mitotica epidérmica, reduz a espessura epitelial, diminui o tamanho e a proliferacdo de
queratindcitos, gerando a fibrose epidérmica (SCHOEPE et al, 2006). Essa explicacdo pode
justificar a pouca expressao de CK14 num epitélio com pouca proliferacdo de queratindcitos,
pela acdo de esteroide topico.

Na PDT, a imunomarcacéo positiva acentuada para CK14 ocorreu na metade dos casos,
em todas as camadas do epitélio, representando o grupo com marcacdo intensa de maior
expressao do estudo. Nesi-Reis et al., demonstraram em seu trabalho, que a PDT atua em varios

estagios da cicatrizacdo, acelerando o reparo através da ativacao do sistema imunoldgico local,



resultando em homeostase tecidual (NESI-REIS et al ,2018). Para Megna et al., a PDT
antitumoral, mostrou as atividades antimicrobianas, antinflamatdrios, bem como a modulagéo
imunoldgica, influenciando a producdo de fibroblastos, queratindcitos, mastdcitos, glandulas
sebaceas e foliculo piloso (MEGNA et al,2016).

Na TPBM, houve marcacdo intensa para CK14 em todas as camadas epiteliais,
sugerindo proliferacdo celular e reparo. Sperandio et al., relataram em seu estudo, que a TPBM
promoveu proliferacdo e maturacao de queratindcitos durante cicatrizacéo de ferida. Os autores
ainda apontaram a reducdo da CK14 e aumento da CK10 nas camadas superficiais, indicando
uma maturacdo do epitélio em proliferacdo (SPERANDIO et al,2015).

A citoqueratina 10, em nosso estudo, foi expressa nas camadas supra basal e superficial
do epitélio, de forma homogénea e com intensidade moderada e intensa devido a renovacgédo do
epitélio, periddica, em periodos de 35 dias. Nos casos de LEV, houve marcacdo discreta e
intensa de CK10. No GC, pds tratamento, observou-se a marcagdo intensa dessa proteina, assim
como nas Terapias Fotdnicas. Ao analisarmos as citoqueratinas 10 e 14 pos tratamentos, pode-
se inferir que no GC, os queratindcitos mostraram-se mais diferenciados do que nos demais
grupos. As terapias fotdnicas, apesar de terem promovido proliferacdo de células epiteliais, ndo
evidenciaram diferenciacdo destas, sendo apenas uma mera renovacédo celular, no momento da
estratificacdo.

A laminina, é relevante componente da membrana basal (MB). Essa glicoproteina, esta
envolvida na ancoragem do epitélio, além de atuar como importante plataforma de sinalizacao,
envolvendo adesdo da superficie celular, ligacdo entre os componentes da MB e polimerizacao.
A laminina € essencial nesse processo, sendo responsavel, significativamente, para a conexao
entre a MB e o citoesqueleto. A ruptura da laminina (citocinese ou anormalidades epiteliais)
promovera espacgos, que serdo preenchidos por bolhas de exsudato plasmatico do tecido
conjuntivo. Ademais, mutagdes nessa glicoproteina, podem gerar doencas genéticas ligadas aos
constituintes da prépria MB. Frances et al. relataram que no LEV ha alteracdo da laminina linear
na juncdo dermo-epidérmica, com diminuigdo da elastina e fibronectina (FRANCES et al,
1983). Marren et al., observaram que ha uma expressao de antigenos na MB em liquen escleroso
(MARREN et al, 1997). Essa condi¢do leva a destruicdo da laminina, expondo a MB e
permitindo que os queratindcitos figuem em contato com a derme. Consequentemente, hd uma
alteracdo no mecanismo de suporte e reparo no alicerce epitelial. Ainda corroborando com a
patologia, as células de Langerhans séo ativadas, induzindo uma resposta célula T mediada, na

derme. Ademais, ha liberacdo de linfocinas, que irdo gerar eventos inflamatorios, culminando



com a degradacgéo de colageno, apontando, desta maneira para um processo imune envolvido
nesta doenca, que tem inicio na MB.

Em nosso estudo, considerando a pele vulvar normal, a laminina demostrou uma
marca¢do moderada a intensa na grande maioria dos casos. Foi observada expressao continua e
homogénea na camada basal do epitélio e tecido conjuntivo. No LEV, por sua vez, a maioria
dos casos ndo expressaram laminina. Nos pés tratamento, contudo, houve manifestagdo de
laminina em todos os grupos estudados.

No LEV, ha supressdo desse marcador e, consequentemente, acumulo de é&cido
hialurdnico na derme, desestruturacdo do coladgeno que esta conectado a laminina, resultando,
assim, no desequilibrio da MB. Olejek et al., demonstraram em seu trabalho que a PDT
incrementa a expressdo de CD44, glicoproteina considerada molécula de adesdo e receptora de
acido hialurénico dentre outras funcGes. A PDT tem acdo positiva nesse sistema e na
reordenacdo da MB. O grupo PDT obteve importante expressdo de laminina, por acdo do reparo
tecidual, modulacdo imune, além da proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos, resultando,
assim, a homeostase tecidual.

O grupo TPBM, também expressou de forma significante a laminina, envolvendo
respostas de proliferacao e regeneracao tecidual, além de acdo imunomoduladora atribuidas ao
tratamento. Whelan et al., em estudo experimental com modelo de cicatrizacdo de feridas
cuténeas, observaram proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno e pré colageno, ademais
producdo de fatores de crescimento, estimulo de macréfagos e linfocitos pds terapia de
Fotobiomodulacdo. Desta forma, foi relatado incremento de expressao na MB, relacionados a
laminina, uma nova possibilidade terapéutica eficaz na cicatrizacdo da area vulvar com LEV
(WHELAN et al, 2003).

No seguimento de 18 meses pds tratamento, 0 grupo que apresentou menor namero de
recorréncias foi o de PDT. No GC e TPBM as recidivas foram demonstradas em mais da metade
dos casos. Em todos os grupos estudados, as recorréncias foram mais frequentes em mulheres
na faixa etaria > 50 e < 70 anos. As recorréncias mais tardias aconteceram em 330 dias pds
TPBM, ou seja, houve uma manutencdo da resposta clinica por 11 meses. A média do numero
de dias de recorréncia por grupos mostrou que as terapias fotonicas tiveram recorréncias mais
tardias quando comparadas ao GC (“gold standard treatment “).

E fato que, a recorréncia pode estar associada a variaveis como: dose, nimero de sessdes
e tempo de seguimento pos tratamento, afora as condi¢des clinicas dessas pacientes. Shi et al.,
avaliaram em estudo comparando ALA-PDT e clobetasol para tratar o LEV que, a recorréncia
atribuida ao uso do clobetasol foi de 35%, enquanto do ALA-PDT foi de 7,1%, ambas



ocorreram 30 dias apo6s término dos tratamentos (SHI et al,2016). Renaud-Vilmer et al.,
observaram que em mulheres com idade < 50 anos, a remissao da doenca ocorreu em 2/3 dos
casos, entretanto, nas pacientes > 50 e < 70 anos essa reducdo foi de 23%, e ainda nas que
tinham idade > 70 anos ndo houve melhora. Esses resultados demonstraram que a remissao da
doenca esta relacionada com a idade. Esse mesmo estudo apontou que houve 50% de
recorréncia 16 meses apds tratamento, e 84% de reativacdo em 4 anos, sendo que nessas nao
houve correlagdo com a idade (RENAUD-VILMER et al,2004). Em nosso estudo
evidenciamos, que a recidiva tem como sinalizador clinico, o prurido vulvar. Avaliando-se a
correlacdo entre recorréncia e prurido constatamos que 50% das mulheres ndo apresentaram
ativacdo da doenca, e nessas ndo houve prurido em 41,2%. Entéo, o prurido vulvar pode ser
considerado um relevante marcador de recorréncias a ser observado.

Em nosso trabalho, o fototipo de pele, demonstrou correlacdo relevante com prurido e
recorréncia. Houve uma tendéncia de recorréncia nas mulheres fototipo IV, com prurido
presente. Essa associacdo pode estar relacionada a barreira de melanina, modificando a
absorcéo da Luz no tecido cutaneo, e uma importante relagcdo entre coeficiente de absorgéo e
espalhamento (ua/us), denotando alta captacdo, levando a relatos de queimacao na pele vulvar.
Pacientes com peles fototipos IV, V ou VI, podem ter diferentes respostas aos lasers e
apresentam risco aumentado de potenciais eventos adversos epidérmicos, entre eles
despigmentacdo, bolhas, crostas, edema, fibrose, cicatrizes hipertroficas, além de recorréncias
mais frequentes de tratamentos de pele. Nesses fototipos de pele deve-se considerar padrdes de
doses e tipo de laser (WOOLERY-LLOYD,2011).

No entendimento da recorréncia associada a imunomarcagdo de laminina, pudemos
averiguar que nos pos tratamento, 0 grupo que apresentou a menor expressdo desse marcador
foi o de PDT. Nessas mulheres a recorréncia aumentou significativamente, demonstrando que
a reducédo da expressao da laminina resulta na fragilidade da ancoragem epitelial, e isso se
reflete na presenca macica de infiltrado inflamatério na derme e, consequente, reativacdo do
LEV.

Na anélise de correlacdo de alguns biomarcadores pos tratamento pudemos ainda inferir,
que no GC houve uma correlacdo forte positiva entre laminina e CK10. Essa observagao mostra
que o corticoide melhora a laminina, porém, ndo promove proliferacdo celular. A explicacéo se
da pela acdo antinflamatoria do corticoide, além da inibicdo de proliferacdo celular e dos
queratinocitos basais, demonstrando a auséncia de maturacdo epitelial e, consequentemente,
aumento da expressao de CK10 (BAGCI et al, 2017).



Outra correlacdo relevante ocorreu entre a P53 e CK14, ambos diminuidos pela agéo
imunossupressora do corticoide, com redugdo do tamanho e proliferacdo de queratinécitos, e
com isso sem renovacdo epitelial. Ainda nesse grupo (GC), observamos correlacdo discreta
negativa entre CD34 e intensidade de prurido, ou seja, a melhora da vascularizacéao epitelial,
reduziu a intensidade do prurido.

Na PDT, correlagdes interessantes também puderam ser observadas. Houve forte
correlacéo entre a P53 e 0 CK14. Nesse grupo, a P53 foi mais expressa no nucleo. Corroborando
com esse mecanismo o CK14, também, mostrou-se aumentado, sinalizando regeneracéo
epitelial, ja discutido anteriormente. Ainda associado a todo esse processo de reparacao e
proliferacdo de células endoteliais, observamos outra importante correlagdo na PDT: 0 CD34 e
o0 Ki67. O aumento desses marcadores pos PDT, sdo interessantes, pois se referem ao
incremento da vascularizacdo, e consequente melhora da isquemia epitelial. O aumento da
vascularizagdo e proliferacdo de células endoteliais atribuidas ao tratamento com PDT ja foi
descrito em literatura (EVANGELOU et al,2011). Finalmente, colaborando para o impacto
desse tratamento sobre o curso da doenca, correlacdo forte foi observada entre mastocitos e
recorréncia. A reducgdo da expressao de mastdcitos, gera a contencao de mediadores do processo
inflamatorio, e do processo per se, da hiperqueratose. Devido a redugdo dessas células,
encontramos uma diminuicdo da histamina, o que tera impacto direto no arrefecimento do
prurido e, ademais, conforme exposto anteriormente, esse sintoma indica recorréncia. Dessa
forma, reduzindo os mastocitos e o prurido, ocasionara, possivelmente, a reducdo da
recorréncia.

Na Terapia de Fotobiomodulacéo, a correlacdo forte inversa ocorreu entre mastécitos e
CD34. Houve diminuicdo dos mastdcitos, pos tratamento com laser, demostrando sua agéo
antinflamatdria, na reparacao tecidual e angiogénese, entre outras, levando as células/tecidos

para a homeostase.

10- CONSIDERAGCOES FINAIS:

Esse foi um importante estudo sobre o impacto das terapias fotdnicas, no LEV,
comparando com o tratamento padrdo-ouro: corticoide ultra potente. Nao foram apenas

observacdes clinicas, mas uma busca de elucidacdo de mecanismos dessas terapias sobre o



tecido biolégico comprometido por uma doencga inflamatoria, crénica e autoimune, o que
acresceu o desafio desse trabalho.

A preocupacgédo em obter dados de seguranca, considerar as novas propostas terapéuticas
do ponto de vista da eficacia, possibilidade de novo protocolo dosimétrico, cumprem a premissa
de um estudo fase II.

Avaliamos o impacto dos tratamentos sobre as alteracbes morfoldgicas do epitélio
comprometido pela doencga, mostrando o comportamento desse processo inflamatorio que leva
a degeneracdo hidrdpica, hiperqueratose, infiltrado inflamatdrio liquenoide entre outras, que
culminam com uma enfermidade que limita a vida das pacientes.

Dentro desse contexto, conseguimos mostrar a importante acdo antinflamatoria,
regenerativa, das terapias fotdnicas, que expressaram um verdadeiro turnover celular, como
visto na PDT até a Fotobiomodulacdo (TPBM), em alguns aspectos, assemelhando-se ao
tratamento convencional (corticoide).

Averiguamos, além do processo inflamatorio, qual seria a resposta dessas terapias sobre
marcadores de proliferacdo celular, mudangas na histopatoldgica, aspecto clinico e, finalmente,
sobre o curso da doenca, quando observamos 0 quesito recorréncia.

Foi possivel observar que entre as terapias foténicas, assim como no tratamento com
corticoide, a analise final sobre o principal sintoma clinico demonstrou uma reducédo
consideravel do prurido vulvar. 1sso é relevante, uma vez que este sintoma indicou recorréncia
de forma significativa em nosso estudo. Salientamos a comparacao de todos os marcadores com
pele vulvar normal, o que aumentou nosso entendimento quanto ao impacto dos tratamentos
nesse trabalho.

Entre os tratamentos, foi possivel inferir que o corticoide cumpriu sua funcdo
imunossupressora, antiproliferativa, conforme avaliado pelos biomarcadores, ora estudados.

A PDT, no que Ihe concerne, evidenciou sua acdo na proliferacdo celular/tissular, por
ativacdo do reparo do DNA através da atuacdo da P53, estimulo dos queratindcitos basais,
reducdo dos mastocitos e, consequentemente, processo inflamatorio, tendo impacto sobre o
prurido.

A TPBM, foi a que menos expressao teve sobre o epitélio, sem interferir de forma muito
significativa na proliferagdo e nem na estratificagdo epitelial.

As recorréncias observadas no GC sdo esperadas, assim como descritas em literatura,
entretanto, a principal preocupacao desse tratamento a longo prazo sdo os efeitos deletérios ao
epitélio, apesar de ndo ter sido demonstrado esse resultado, houveram casos de candidiase pela

imunossupressao local da pele vulvar.



O grupo da PDT, foi a melhor proposta em varios quesitos, entretanto, em estudos
futuros talvez avaliar um ajuste dos padrbes dosimétricos, possibilidade de um sistema
transcutaneo de entrega do azul de metileno, o que poderia dar uma tolerabilidade maior na
aplicacdo e, talvez, pudesse decrescer ainda mais as recorréncias.

A TPBM, sem duvida, precisa ser reestruturada quanto aos padrfes dosimétricos. A
nossa sugestdo de dose para este estudo, ndo conseguiu inibir o processo inflamatério de forma
significativa, nem tampouco manter a resposta clinica eficiente, 0 que gerou o maior indice de
recorréncias entre os tratamentos. Pelo observado em outros estudos com pele, nossa dose foi
muito elevada para a proposta desse tratamento. Todavia, nosso estudo é pioneiro em LEV
tratado com TPBM, assim esses ajustes de parametros serdo necessarios, contudo, a proposta é
valida para doencas autoimunes e crénicas de pele, 0 que nos anima no desenvolvimento de
novos protocolos.

Corroborando com todos esses aspectos, seria necessario considerar um ndmero mais
expressivo de pacientes, manter a avaliagcdo de alguns marcadores e, considerar outros, entre
eles, 0 CD44. Este é um receptor de superficie celular para o &cido hialurénico e a supressao
desse marcador no LEV, sugere acimulo maci¢co desse biopolimero na derme. A acdo das
terapias fotonicas sobre o CD44 pode nos ajudar a compreender parte da génese desta
enfermidade.

Houve perda de expressdo de derme em parte do preparo das amostras. Com isso, seria
necessario mais controle na confec¢do do material histoldgico, ja que as pecas de biopsia foram
muito exiguas e no preparo acabamos por perder uma parte no TMA.

Esse estudo abre novas perspectivas e consideracOes para a aplicacdo de terapias
fotdnicas no LEV, porém, a continuidade desse processo com novos estudos e seguimento das

pacientes por periodo longo, é imprescindivel.



11- CONCLUSOES

Os resultados desse estudo, mostraram impacto positivo sobre a histopatologia,
modificando o padrdo de L2 para L1, por reducdo do processo inflamatdrio, melhora da
hiperqueratose e consequente modulacgéo epitelial.

Na analise da morfologia epitelial, a degeneracédo hidropica foi reduzida em
todos os grupos de tratamento de forma similar.

A hiperqueratinizagdo diminuiu em todos os tratamentos, correspondendo a
diminuicdo do espessamento do estrato cOrneo na epiderme, que ocorreu pelo processo
inflamatorio.

A hialinizacéo do colageno foi diminuida em todas as terapias, significando melhora do
processo reparativo.

Houve uma conten¢do do infiltrado inflamatério em todos os tratamentos realizados,
conforme observado em estudo piloto, incorrendo em decréscimo no risco de progressdo da
doenca, atribuido a presenca da inflamacéo de longa data.

O numero de mastocitos também, sofreu diminuicdo apds os tratamentos, todavia a
resposta mais intensa ocorreu nas terapias fotonicas. Esse resultado propde a melhora da
inflamacdo, inibicdo da fibrose, reparo tecidual, além da diminui¢do da histamina, que ira
influenciar no alivio do prurido vulvar.

A proteina P53, se encontrava reduzida no citoplasma em todos os tratamentos, que
traduz reducdo do processo inflamatdrio, atuando no stress oxidativo/isquémico. Entretanto, na
PDT, esse marcador denotou positividade, em metade dos casos, no nucleo da célula,
expressando apoptose, reparo do DNA com regulacao e proliferacdo do ciclo celular. O Ki67,
na PDT estava aumentado, significando incremento da angiogénese, proliferacdo endotelial e
reparo tecidual.

A citoqueratina 10, marcador de diferenciagéo celular, esteve elevada no GC e TPBM,
sendo gue se expressou em queratindcitos diferenciados nas camadas supra basal e superficial
do epitélio, ndo representando proliferacdo. Ja a citoqueratina 14, que marca queratinocitos
basais, e que se relaciona com proliferacdo celular, encontrava-se aumentada nas terapias
fotdnicas, mais significante na PDT, relacionado com a renovacdo do epitélio.

A laminina teve sua expressdao elevada em todos os tratamentos, sinalizando

recuperacao do alicerce epitelial, regeneragéo e homeostase tecidual.



A angiogénese foi marcada através do CD34, que revelou acréscimo em todos 0s
tratamentos, proporcionou melhora da nutrigdo e oxigenagao tecidual, bem como restabeleceu
0 aspecto da pele normal no LEV.

O sintoma clinico foi reduzido na maioria das pacientes, levando a inibicdo do
comprometimento da pele vulvar e, ademais, auxiliou na restri¢cdo de casos de recorréncias.

O seguimento de 18 meses indicou que a PDT foi o tratamento que exibiu o menor
numero de recorréncias dentre todas as pacientes. Clinicamente, ficou evidente que o prurido
vulvar foi o sinalizador das recorréncias. Algumas condicBes, também, favoreceram as
recidivas nesse estudo, entre elas, o fototipo de pele. A perda ou a redugédo da expressdo de
laminina, assim como a diminui¢do do CD34 e aumento do nimero de mastocitos, também, sdo
considerados relevantes em ativacGes desta doenca.

Em linhas gerais, entre as terapias fotbnicas, a PDT foi a que expressou mais
significativamente o0 reparo tecidual. O corticoide manteve-se como importante
imunossupressor e antinflamatorio, mas com risco aumentado de efeitos colaterais na pele
vulvar. A TPBM, necessita ser adequada quanto aos padrdes dosimétricos.

A PDT e TPBM sinalizam uma nova possibilidade no tratamento de dermatoses
cronicas. N&o obstante, novos estudos multicéntricos e com maior casuistica, ainda se fazem
necessarios para se estabelecer protocolos de aplicacao eficazes e seguros, particularmente, na

terapia de Fotobiomodulacéo.
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13. APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do
voluntario:
Endereco:
Cidade: CEP.___
Telefone para contato: )
e-

mail:

1.Titulo do Trabalho: Avaliacao Clinica, Histopatologica e Imunohistoquimica

do Liquen Escleroso Vulvar tratado com Terapias Fotdnicas.

2. Objetivos: A senhora esta sendo convidada a participar do projeto de
pesquisa com objetivo de comparar os efeitos da aplicacdo do corticoide, da terapia

fotodindmica ou do laser em baixa intensidade no liquen escleroso.

3. Justificativa: O liquen escleroso € uma doenca da pele vulvar, cronica, que
promove Varias alteracdes locais, entre elas a modificacdo de cor de pele, coceira
intensa, ardor, dor, podendo levar a dificuldades de urinar, evacuar, como também
limitar a vida sexual. A terapia fotodindmica € um tratamento que associa uma luz e
um corante e trata diversas doencas da pele podendo ser utilizado também na pele
da vulva e o laser em baixa intensidade é um tratamento que utiliza uma luz sem
corante e que visa melhorar a inflamacao da pele. Esse estudo tem o objetivo de
comparar a terapia convencional (pomada) com a terapia fotodinAmica e o laser em
baixa intensidade para obter resposta satisfatéria no tratamento do liqguen escleroso

da vulva.



4. Procedimento Clinico: A pesquisa acontecerd as quartas-feiras,
semanalmente. A senhora sera sorteada em um dos grupos de estudo e ter4 a
definicdo do seu tratamento que podera ser pomada, terapia fotodinamica ou laser
em baixa intensidade. Terminado o tratamento semanal, a senhora devera retornar
apos 30, 60, 90 dias do término das aplicacBes. A senhora realizara a coleta de
sangue e bidpsia da pele vulvar antes do inicio do tratamento, para confirmar a
doenca, e ao final do tratamento os mesmos exames serdo repetidos. Nessa
pesquisa, um grupo fard medicacdo em casa e 0s outros dois grupos aqui mesmo no
ambulatério.

Antes de iniciar a pesquisa sera aplicado um questionario, onde seréo
perguntados dados importantes, como por exemplo, nome completo, idade, se a
senhora é fumante, se tem problemas de saude, ha quanto tempo apresenta a
doenca e se procurou atendimento médico. A senhora terd 20 minutos para
preencher o questionario, caso tenha dificuldade para leitura e escrita, ajudaremos
permitindo que leve este documento para algum familiar que a ajude a preencher ou
ajudaremos lendo e explicando o que esta escrito. Somente apds 0 preencimento
deste documento que a senhora sera aceita para a pesquisa e, por sorteio,
informaremos qual sera o seu grupo de tratamento.

A senhora sera selecionada em um dos trés grupos. O primeiro grupo constara
pacientes que receberdo o tratamento convencional com pomada local (propionato
de clobetasol 0,05%). As pacientes selecionadas no segundo grupo serao
submetidas a aplicacdo somente do laser em baixa intensidade e nédo receberédo o
corante azul de metileno. O terceiro grupo constara de pacientes que receberéo laser
com o corante azul de metileno (terapia fotodinamica). Todas as pacientes faréo
exames de sangue e bidpsia (retirada de um pequeno pedaco de pele para
diagndstico que sera realizada com pinca especifica) no inicio e no final do
tratamento. A biopsia pode gerar uma pequena do, pois iremos injetar no local um
anestésico chamado lidocaina que pode arder um pouco, mas ap0s um minuto sera
possivel realizar a bidpsia sem dor.

Apos o resultado da bidpsia confirmando o liquen escleroso, o grupo que ira
aplicar a pomada sera orientado e recebera 30 sachés com pomada (propionato de
clobetasol 0,05%) que sera aplicado pela pele vulvar uma vez ao dia por 30 dias. O
grupo que ira receber apenas o laser fard uma aplicagdo semanal no ambulatorio. O

grupo laser e corante (PDT) fara uma aplicacdo semanal, também, onde recebera a



injecéo local azul de metileno sobre a area doente e sera aplicado o laser logo a
sequir.

5. Desconfortos ou Riscos Esperados: Esse estudo busca uma forma de
tratamento que consiga deixar a paciente livre dos sintomas e ainda melhorar o
aspecto da pele. Dos efeitos adversos poderemos encontrar alguns sintomas durante
e minutos apos a aplicacao da luz, como por exemplo: dor tipo queimagéo, sensacao
de ardéncia ou coceira somente na area tratada (apenas durante a aplicacdo do
laser), além de inchaco local principalmente no grupo laser com corante que pode
durar até 7 dias. Esta pesquisa podera lhe trazer os riscos e desconfortos citados,
mas espera-se que o conjunto de beneficios ultrapasse os riscos. Ao término da
pesquisa a senhora sera informada dos resultados e beneficios do estudo (melhora
do aspecto da pele e dos sintomas) e todo seu acompanhamento continuara a ser
realizado no ambulatério de Ginecologia-Laserterapia do Centro de Referéncia e
Saude a Mulher.

6. Métodos Alternativos Existentes: Atualmente, o tratamento convencional
€ realizado com pomada no local da lesdo (propionato de clobetasol 0,05%),

causando afinamento da pele e deixando-a fragil.

7. Retirada do Consentimento: E garantida a liberdade da retirada do
consentimento a qualquer momento, podendo a senhora deixar de participardo

estudo sem qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na instituicao.

8. Garantia do sigilo: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com os resultados das outras pacientes, porém nao sera divulgada a identificacdo de
nenhuma paciente. A senhora tera o direito de ser mantida informada sobre os
resultados parciais das pesquisas, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores. Os resultados serdo publicados e apresentados na comunidade

cientifica, mas jamais sua identidade sera revelada.

9. Formas de Ressarcimento das Despesas Decorrentes da Participacao
na Pesquisa: Nao ha despesas pessoais para a participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira

relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera



absorvida pelo orcamento da pesquisa. Havera o compromisso de pesquisador de

utilizar os dados e o material coletado somente na pesquisa.

10. Local da Pesquisa: Todas as pacientes serdo atendidas no ambulatorio
de Ginecologia-Laserterapia do Centro de Referéncia e Saude da Mulher- Hospital
Pérola Byington, localizado a Rua Santo Antdnio 630- 4° andar, Telefone (11) 3292-
9026, pela médica ginecologista Renata Ap. Belotto, CRM 59284.

11. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) € um colegiado interdisciplinar e
independente, que deve existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo
seres humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos participantes de
pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento das
pesquisas dentro dos padrbes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da
Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n° 466/12). O Comité de Etica é
responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que
corresponde aos aspectos éticos.

Endereco do Comité de Etica da UNINOVE: Rua. Vergueiro n°235/249- 1°
andar- Liberdade- S&o Paulo-SP, CEP: 01504-001, Fone: 3385-9197,

comitedeetica@uninove.br

12. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Alunos e Orientador)
para contato: Em qualquer etapa do estudo a senhora tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador é Profa Dra Maria Cristina Chavantes, que pode ser encontrada no
campus Vergueiro da UNINOVE, situado na Rua Vergueiro n® 235, Sao Paulo, fone:
11 3385-9222. A médica responsavel € a ginecologista e doutoranda Dra. Renata
Ap. Belotto, CRM 59284, fone 11 3292- 9026

13. Eventuais intercorréncias que vieram a surgir no decorrer da pesquisa
poderéo ser discutidas pelos meios proprios.

14. Consentimento pos-informacao:

Eu, , apos leitura

e compreensao deste termo de informacgéo e consentimento, entendo que minha

participacao é voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem


mailto:comitedeetica@uninove.br

prejuizo algum. Confirmo que recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo
a execucao do trabalho de pesquisa e a divulgagcéo dos dados obtidos neste estudo

no meio cientifico.

Sao Paulo, de de

Assinatura do Paciente

Assinatura do Pesquisador

Assinatura da Testemunha
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