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Resumo

Objetivo: verificar se a laminina-332 ¢ um marcador de alteragées em processos iniciais da carcinogénese. Material e Métodos: trata-se de uma revisao da literatura,
realizada a partir da selecéo e andlise de artigos originais e de reviséo, publicados entre os anos de 1997 a 2013 no portal eletrénico Pubmed, Academic Google e portal de
periodicos da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Resultados: foram selecionados 36 artigos através dos descritores: “oral”; “squa-
mous cell carcinoma”; “laminin-332 ou laminin-5", “oral dysplastic cells” “potentially malignant disorders” que correlacionaram o avango, progressao e/ ou invasdo, do processo
de progress&o tumoral com a laminina-332 ou a expresséo dessa glicoproteina em displasias e carcinoma oral. Conclusédo: a variagdo da apresentagdo da laminina-332
apresentou relacdo direta com a evolugao do cancer. Assim, compreender o papel dessa molécula na biologia tumoral pode auxiliar no entendimento da progresséo da doenga.
Palavras-chave: Laminina-332 ou laminina-5; Carcinoma de células escamosas; Desordens potencialmente malignas.

ABSTRACT

Objective: to verify if laminin-332 is a marker of alterations in early processes of carcinogenesis. Material and Methods: this is a review of the literature, based on the
selection and analysis of original articles and review, published between 1997 and 2015 in the electronic portal PubMed, Academic Google and periodical portal of the Coordi-
nation of Improvement of Personnel of Higher Education (CAPES). Results: 36 articles were selected using the descriptors: “oral”; “Squamous cell carcinoma”; “Laminin-332
or laminin-5,” “oral dysplastic cells,” “potentially malignant disorders” that correlated the progression, progression and / or invasion of the tumor progression process with
laminin-332 or the expression of that glycoprotein in dysplasias and carcinoma oral. Conclusion: the variation of the presentation of laminin-332 was directly related to the

~

evolution of cancer. Thus, understanding the role of this molecule in tumor biology may help in understanding the progression of the disease.
Keywords: Laminin-332 or laminin 5; Squamous cell carcinoma; Potentially malignant disorders.
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Introducao

cancer de boca ficou entre os 5 mais incidentes em ho-

mens e 12 entre as mulheres para o ano de 2014.! O

carcinoma oral de células escamosas (CCE) também
conhecido como carcinoma espinocelular, ¢ a neoplasia maligna
de origem epitelial com maior indice de ocorréncia na cavidade
oral, ocupando, aproximadamente, 90-95% de todas as neopla-
sias nessa regido.” Pode desenvolver-se a partir de carcinoma
in situ (CIS) ou desordens orais com potencial de maligniza¢ao
(DOPMs), como leucoplasia e eritroplasia, apresentando graus de
diferenciagéo histoldgica.’

O CCE pode ser encontrado em qualquer sitio da boca e mui-
tos fatores de risco estdo associados ao aumento de sua incidéncia.
O habito de fumar e o consumo de alcool sdo fatores bem reco-
nhecidos pela literatura. Isolados, esses fatores podem aumentar
de duas a trés vezes o risco de CCE.*

A displasia epitelial oral (DEO) é caracterizada por varia¢do
morfolégica e celular nos tecidos que sdo similares aquelas que
acontecem no CCE. Sio restritas ao epitélio e permanecem como
uma condi¢do ndo invasiva. Ela descreve um estagio pré-cance-
roso e sua avaliacdo histopatoldgica é um fator preditivo para a
transforma¢ao maligna de DOPMs.> Quando DOPMs apresen-
tam a DEO e ndo sdo interceptadas precocemente, podem evoluir
para CIS e até mesmo o CCE.*

Na interface entre o epitélio e o tecido conjuntivo estd a mem-
brana basal (MB). Inicialmente, essa estrutura foi considerada
como uma barreira protetora contra a invasdo do cancer, com a
fungdo de impedir a invasdo das células tumorais aos tecidos sub-
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jacentes.” No entanto, trabalhos demonstraram que a MB é uma
estrutura bastante dindmica no processo tumoral.® Ela funciona
como um complexo de proteinas ligantes e fatores de crescimento
que influencia no comportamento do microambiente. Sdo compo-
nentes que fazem parte da MB: colageno tipo IV, laminina, perle-
can, nidogen (entactina) e outras moléculas especificas.’

A laminina-332 é uma grande glicoproteina extracelular e
importante componente da MB."* A molécula de laminina é um
heterotrimero em formato de cruz, consistindo de trés cadeias po-
lipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto: uma cadeia pesada (a)
e duas cadeias leves (B e y). O papel da laminina-332 em adesdo
de células epiteliais ¢ tao fundamental que alteragdo no gene Lam
3 no periodo de embriogénese leva ao aparecimento de doengas
incompativeis com a vida."

Dentro do contexto da tumorigénese, a laminina-332 vem re-
cebendo destaque. Trabalhos realizados em diferentes tipos de
tumores epiteliais mostraram uma mudanga na sua distribuicéo,
com uma perda local na MB e deposi¢do no estroma proximo as
células neopldsicas invasoras, em particular quando a lesao apre-
senta comportamento agressivo.'

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se a laminina-332
¢ um marcador de alteragdes em processos iniciais da carcinogé-
nese.

Material e Métodos
Os artigos que foram empregados para efetuar esta revisao de
literatura foram selecionados no portal eletronico PubMed, Aca-
demic Google e portal de periddicos da Coordenagio de Aperfei-
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¢oamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) abrangendo trabalhos entre 1997 e 2013. As seguintes etapas foram observadas: iden-
tificagdo da proposta, busca na literatura no periodo de outubro de 2015, avaliacdo dos estudos, exclusdo de estudos nao pertencentes
ao tema, analise critica dos resultados e interpretagdo. A figura 1 mostra o fluxograma de confec¢do do artigo.

PERGUNTA? A Laminina-332 é um marcador
fidedigno para avaliar a progressdo tumoral em lesGes

orais?

Bases de dados: Pubmed, Academic Google e portal de periddicos da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Lilacs, Bireme.

Descritores: “oral”; “squamous cell carcinoma”; “laminin- 332 or laminin-5”, “oral dysplastic cells”
“potentially malignant disorders”

Critérios: Artigos que correlacionem diretamente a expressdo da laminina por uma ou mais
técnicas de andlise histolégicas com as seguintes lesdes: CCE. Quelite actinica, leucoplasia,
eritroplasia, leucoeritroplasia, hiperplasia (como controle positivo). As andlises podem ocorrer
juntas ou separadas.
Tempo: 1997- 2013

Lingua: Inglés

Conduzir a busca de Comparar as buscas e
acordo com os critérios definir a selegdo
estabelecidos. inicial de artigo

i l

Aplicar 0s critérios na selegdo dos artigos e
justificar possiveis exclusdes. P ex: teses e dissertagdes. Outros
idiomas que ndo o inglés. Artigos que ndo estdo disponiveis (open
access), artigos que descrevem validagdo de técnicas.

Analisar criticamente e avaliar todos os
estudos incluidos na revisao

A4

Preparar um resumo critico, sintetizando as
informacgdes disponibilizadas pelos artigos que
foram incluidos na revisdo.

l

Apresentar uma conclusdo, informando a
evidéncia sobre os efeitos da intervengdo

Figura 1. Fluxograma da confeccdo do artigo

Os critérios de inclusao foram: publica¢do na lingua inglesa, textos completos que tivessem em seu titulo ou resumo os seguintes
descritores: “oral”; “squamous cell carcinoma”; “laminin-332 or laminin-5, “oral dysplastic cells” “potentially malignant disorders” e
que correlacionassem o avango (progressao/invasio) do processo de tumoral com a laminina-332 ou a expressdo dessa glicoproteina
em displasias e carcinoma oral. Foram excluidos da pesquisa teses e dissertagdes, bem como artigos que ao serem analisados nio se
enquadravam na tematica proposta. Para a introdugéo do artigo e seu enriquecimento, também foram incluidos: artigos de revisao de
literatura que mencionavam laminina-332 e estudos com sua expressdo em carcinomas de outras regides do corpo humano. Foram
selecionados 36 artigos e apos a leitura completa destes, 26 foram excluidos por ndo atenderem aos requisitos anteriores.

Resultados
Os principais resultados referentes 8 imunomarcagdo da laminina-332 estdo resumidos na tabela 1.

Rev. Bras. Odontol., Rio de Janeiro, v. 74, n. 1, p. 56-61, jan./mar. 2017 57



SILVA EMR et al.

Tabela 1. Resultados dos estudos referentes a imunomarcacdo da laminina-332

Mucosa normal
Hiperplasia Fibrosa
Inflamatéria

Mucosa normal Hiperpla-
sia Fibrosa Inflamatoria

Displasias

Baixo Grau

Moderado

Alto Grau

CCE

Marcacao negativa

1. (Gasparoni): 10
casos;

II. (Lindberg: 17
casos);

I1l. (Shruthy: 1 caso)

IV. (Thorup: 6 casos)

Total artigos = 4
Total de casos = 34

Marcagao negativa

1. (Rani: 24 casos);

IIl. (Thorup: 5 casos);
Ill. (Zargaran: 15 casos)

Total artigos = 3
Total de casos = 44

Marcacao negativa

1. (Peixoto da Silva: 16
casos);

1. (Rani: 27 casos);

Il.(Gasparoni:65
casos)

Total artigos = 3
Total de casos = 108
casos

Marcacao negativa
1. (Rani: 8 casos)

Total artigos = 1
Total de casos = 8

Marcagao negativa

1. (Rani: 29 casos)

11. (Peixoto da Silva:
8 casos)

Total artigos = 2
Total de casos = 37

Marcacao MB/ estroma

I. (Kosmehl: 27 casos de MB com irregularidades e
marcacao intracitoplasmatica);

II. (Lindberg: 20 casos de marcagao intracitoplas-
mética em células tumorais e nenhuma marcacao
estromal ou extracelular);

IIl. (Shruthy: 19 casos apresentaram MB com
marcacao continua e 21 com coloracéo intracitoplas-
matica);

IV. (Thorup: 18 casos com marcacdo da laminina-5
com pequenos granulos e minusculas fibras curtas no
tecido conjuntivo ou com a duplicacdo da MB);

V. (Lindberg: Células marcadas para laminina-332
eram solitarias ou em forma de cordao em carcinoma
grau 1 (n=11)/em grau 2 n=19);

VI. (Haas: 18 casos com MB fraca ou descontinua).

Total artigos = 6
Total de casos = MB continua ou duplicada 45 /
Intracitoplasmatico 117

Marcacao restrita a MB
I. (Haas: 4 casos);
1. (Kainulainen: 4
casos);
IIl. (Shruthy: 1 caso);
IV. (Kosmehl: 10
€asos).
Total artigos = 4
Total de casos = 19
casos

Marcacao restrita a MB
I. (Haas: 6 casos de
MB com irregularidades e

aumento de espessura).

Total artigos = 1
Total casos = 6

Marcagao restrita a MB

I. (Lindberg: 6 casos
com marcagao da MB
continua e irregularida-
des leves).

Total artigos = 1
Total de casos = 6

Marcacao restrita a8 MB

1. (Kainulainen:9 casos
com descontinuidade
na MB);

1. (Kosmehl: 3 casos a
MB tornaram-se turva e
com irregularidades);

IIl. (Thorup: 18 casos
com duplicacdo da MB e
marcagao no conjuntivo).

Total artigos = 3
Total de casos = 30

Marcacao ninhos e fronts:

I. (Gasparoni: 65 casos com ninhos, fronts e
abaixo de areas inflamatorias);

II. (Kainulainen:12 casos com marcacao localizada
dentro de células malignas nos fronts e ninhos e
todas as células do estroma sendo negativa para
Lan-332);

IIl. (Kosmehl: 27 casos com marcagao na periferia
de ninhos e fronts com MB descontinua e marcacao
no estroma);

IV. (Lindberg: 18 casos com marcacao nas células
basais de ninhos);

V. (Peixoto da Silva: 5 casos com marcacao intraci-
toplasmatica na periferia do front com expressao nao
homogénea);

VI. (Thorup: 18 casos com padrao da laminina
irregular ou perda total de coloracdo da MB, a dupli-
cacdo da MB, ou o excesso de material no estroma);

VII. (Zargaran: Em ninhos - 15 marcagoes de
células na perifieria do tumor)

Total artigos = 7
Total de casos = 160

Intensidade da
marcagao
99-100%
1. (Haas: 4 casos)

Total de artigos = 1
Total de casos = 4

Intensidade da
marcagao
107% a 114%
I. (Haas: 6 casos de HFI);
II. (Rani: -0,15 pixels 24
casos de HFI).

Total de artigos = 2
Total de casos = 30

Intensidade da
marcacao
0,00
1. (Rani: 0,00 pixel 27
casos).

Total artigos = 1
Total de casos = 27

Intensidade da
marcacao
0,06
1. (Rani: -0,06 pixels
8 casos).

Total artigos =
Total de casos = 8

Intensidade da marcacao
0,003
1. (Rani: -0,003 pixels
29 casos).

Total artigos =

1
Total de casos = 29

Intensidade da marcacao

48-9,

1. (I-Rani 48 casos com 9,14 pixels);

II. (Zargaran:13 casos com marcagao fraca — car-
cinoma verrucoso e 13 casos com marcagao intensa
— CCE);

IIl. (Haas: 5 casos de CCE bem diferenciado com
65% de intensidade, 6 casos de MB com 55% de
intensidade e 7 casos PD com 40% de intensidade).

Total artigos = 3
Total de casos = Intensidade baixa = 18 e Intensi-
dade alta = 74

Hibridizacao in situ
I. (Kainulainen: sem
sinal)

Total de casos = 4
Total de artigos = 1

Hibridizacao in situ

I. (Kainulainen: 6
casos com hibridizacao in
situ presente em células
epiteliais basais).

Total artigos = 1

Hibridizacao in situ
I. (Kainulainen: 9 casos
com hibridizagao in situ
presente em células epite-
liais basais).

Total artigos = 1
Total de casos = 6

Hibridizacao in situ
I. (Kainulainen: 12 casos sinal exclusivo em células
malignas do front e ilhas e sem sinal no estroma).

Total artigo = 1
Total casos = 12

Quantificacao da
marcagao

1. (Gasparoni):

62 casos - menos do
que 10 células marcadas

3 casos entre 11 e 30
células marcadas e 1 caso
com mais do que 50

Total de artigos = 1

Quantificacao da marcacao
I. (Gasparoni): 55 casos com menos do que 10
células marcadas; 11 casos com 11 a 30 células
marcadas e nenhum caso com mais do que 50

células marcadas

Total de artigos = 1

Quantificacdo marcacao

I. (Gasparoni) 37 amostras <10 células marcadas,
22 amostras entre 21 a 50 e 6 amostras menor que
50 células.

1. (Zargaran) 12 amostras com menos do que
5 % de células marcadas (Carcinoma Verrucoso)
e 13 amostras tiveram mais do que 5% de células
marcadas - CCE

Total de artigos = 2

Sobrevida do paciente
Gasparoni
Os que tinham menos do que 10 células marcadas:
67.45 meses;
Entre 11 e 40 células marcadas: sobrevivéncia
de 39,4 meses; com mais de 50 células marcadas:
sobrevida de 17,8 meses.
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A Imunomarcacao da Cadeia Y2 da
Laminina-332 na Mucosa Normal, Hiperplasia
Fibrosa Inflamatéria, Displasias e CCEs

Na mucosa normal sem altera¢des, 64% dos casos ndo apre-
sentaram marcagdo referente a laminina-332 e 36% apresenta-
ram marcagao restrita a MB. Com rela¢do a hiperplasia fibrosa
inflamatdria, que em muitos artigos era usada como controle
negativo, mostrou-se com marcagao negativa em 88% dos casos
e em 12% com marcagéo restrita a MB. Estes casos com marca-
¢do positiva de hiperplasia fibrosa inflamatéria estdo relaciona-
dos a um artigo que relatou espessamento da membrana com
irregularidades com analise por imunofluorescéncia confocal.
As displasias foram separadas em baixo, moderado e de alto
grau. Nas primeiras foram verificados aspectos negativos em
97% e apenas 3% apresentaram marcagdo restrita a MB, sendo
esta continua e regular. Na displasia moderada, 100% dos casos
(relatados por um tnico artigo) foram negativos. As displasias
de alto grau apresentaram 55% dos casos com marcagao nega-
tiva e 45% com marcagdo positiva, variando em aspecto des-
continuo, irregular ou duplicagio da MB concomitantemen-
te & marcagdo no tecido conjuntivo. Nos CCEs houve alguns
aspectos relevantes: 49% apresentaram fronts invasivos com
marcag¢ao do tecido conjuntivo adjacente e descontinuidade ou
auséncia da MB e/ou ninhos tumorais, este ultimo apresentou
marca¢do mais acentuada na periferia e nenhuma marcagéo no
centro. Em 36% dos casos a marcagdo foi citoplasmatica nas
células tumorais e 15% apresentaram MB continua ou duplica-
da, este ultimo aspecto mostrou-se mais evidenciado em CCEs
bem diferenciados.

Aspecto Relacionado a Quantificacao,
Intensidade e Hibridizacao in situ de
Células Marcadas

Em relagdo a quantificagdo de células marcadas, a muco-
sa normal apresentou em 93% dos casos menos que 10 células
marcadas. Apenas 2% dos casos apresentaram uma quantifica-
¢do acima de 50 células marcadas.

Com relagdo aos casos de displasias, 83% apresentaram-se
com marcag¢do em menos de 10 células. Os outros 17% apresen-
taram expressdo em uma quantidade de 11 a 30 células.

Nos CCEs, Gasparoni et al.® descreveram expressio em
menos de 10 células em 56% dos casos. Em 33% dos casos, a
marcagdo ficou entre 21 a 50 células. Os demais 11% dos casos
demonstraram uma expressdo em mais de 50 células. Ja Zarga-
ran et al.,** descreveram que em 56% dos casos houve expressao
em menos de 5 células. Gasparoni ef al.”* destacaram a relagdo
positiva entre células marcadas e sobrevida. Quando o pacien-
te tinha menos que 10 células marcadas a média de sobrevida
foi de 67,4 meses, em contrapartida quando havia mais do que
50 células marcadas a média de sobrevivéncia caiu para 17,8
meses. Em rela¢do a hibridizacdo in situ, 100% dos casos nido
mostraram nenhum sinal na mucosa normal, nas displasias
100% mostraram sinalizagdo nas células epiteliais da camada

basal e nos CCEs 100% dos casos mostraram sinalizagdo nos
fronts e ilhas e auséncia de sinalizagdo no estroma. Consoante a
intensidade com imunofluorescéncia confocal, a predilecio foi
decrescente com a MB mostrando maior intensidade (99-10%)
e os carcinomas mostrando perda de intensidade na MB (40-
60%). Quando o aspecto foi a andlise da marca¢io nas células,
a mucosa normal e displasias mostraram marca¢io ausente e
fraca, respectivamente, e em andlise entre carcinoma verruco-
so e CCE, este mostrou marcagdo intensa em 100% dos casos e
aquele marcagédo fraca em 100% dos casos.

Discussao

Um importante passo na progressido do cancer sao as alte-
ragdes que afetam a MB e sua densa rede de glicoproteinas.® A
laminina-332 desempenha multiplas fun¢des bioldgicas e tem
sido associada com a progressdo do tumor em uma variedade
de neoplasias epiteliais malignas.?>2¢

Estudos recentes mostraram que a atividade biologica da
laminina-332 é modulada pelo processamento da cadeia y2 e
a3,'®?” por agdo de enzimas proteoliticas denominadas meta-
loproteinases de matriz (MMPs). Ou seja, sua clivagem gera
uma isoforma com atividade celular aumentada. A presenca da
molécula foi observada em células cancerigenas localizadas na
interface tumor/estroma em alguns tipos de carcinomas, suge-
rindo que ela possa exercer importante fun¢do na motilidade
celular. Portanto, alaminina-332 pode atuar sob certas circuns-
tdncias como um elemento chave para adesao celular, mas em
outras vezes como promotor de motilidade.?® Outro aspecto re-
lacionado a essa glicoproteina é sua capacidade em promover
potente migracio celular. No reparo de feridas, por exemplo,
ela é sobre-expressa pelos queratindcitos.?**

Embora o aumento de sua expressdo na invasao tumoral te-
nha sido observado, nido se sabe que mecanismo esta por tras
da regulacdo desses dois eventos bioldgicos paradoxais, adesdo
X migragdo, quando se esta diante de células consideradas estd-
veis.” Assim, para a elucidagdo desse processo, sao necessarios
novos estudos que busquem avaliar aspectos funcionais e regu-
ladores da laminina-332 no contexto da tumorigénese.

O padrao de marcagdo da laminina-332 frequentemente
encontrado em tecidos normais ou hiperplasia, quando usado
como controle, foi restrito @ MB ou negativo,'>'*!7?>2* eviden-
ciando que em situa¢des de normalidade ou benignidade a MB
esta inalterada.

A invaséao de carcinoma engloba o processamento da MB, ha
muito tida como inerte, simultaneamente a formac¢do de uma
nova membrana, por vezes reduzida ou descontinuada. Isso
se deve também a atividades proteoliticas da integrina a6p4,
principal receptor da laminina-332, essencial para formagédo de
hemidesmossomos que mantém a unido entre os queratindcitos
da camada basal e a MB."® Shruthy et al.> mostraram que hou-
ve maior descontinuidade da MB em carcinomas pobremente
diferenciados do que em bem diferenciados, sugerindo que ha
grande atividade proteolitica nas lesdes mais agressivas, levan-
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do ao processamento da MB e consequentemente invasio e me-
tdstase.

Segundo Haas et al.,’* uma redugdo da adesdo da célula a
MB, por meio da laminina-332 em carcinomas, seria uma eta-
pa comum no processo de invasdo de células tumorais (figura
2). No entanto, em carcinomas pelo menos trés padroes dis-
tintos de expressdo desta glicoproteina foram encontrados, (1)
expressdo dentro de células tumorais de epitélio invasivo, (2)
marcagdo em regido em que havia processo de descontinuidade
da MB e (3) marcagdo estromal, muitas vezes em locais abaixo
de fronts invasivos.'®*** Essas caracteristicas embora aparente-
mente distintas evidenciam um processo de transi¢do epitélio-
mesenquimal em que a interagdo célula-célula e célula-ambien-
te é alterada permitindo assim a invasdo tumoral (figura 2).

Kainulainen et al.”® avaliaram a expressio da laminina-332
através de hibridizacao in situ e evidenciaram aumento da expres-

NORMAL DISPLASIA

CARCINOMA IN S!TU

sao em displasias e a forte expressio de RNA em CCE:s orais, ao
contrario do que se observou em mucosa normal e liquen plano,
comprovando que ha aumento dessa glicoproteina em situagdes
patologicas.

Outra caracteristica encontrada em muitos tumores foi a mar-
cacdo da molécula em ninhos tumorais. Essa marcag¢do foi mais
evidente na periferia do tumor ao contrario do centro, sendo ob-
servado por muitos autores como um fendtipo celular de migra-
¢do e invasdo celular, com consequente pior prognéstico para o
paciente.'®?

A intensidade da marca¢do também foi analisada em muco-
sa normal, displasia e carcinoma e foi demonstrado que quanto
maior a alteragdo tecidual, mais acentuada foi a marcagdo.”*
Trabalhos mostraram ainda que houve pior progndstico de so-
brevida para pacientes que tiveram mais células marcadas para

13,19

laminina-332 em epitélio invasivo,'*"” embora ndo tenha havido

relagdo com o estadiamento do tumor.

C.ARCINOMA

METASTASE

Figura 2. llustragdo esquematica do desenvolvimento celular da carcinogénese epitelial (SCANLON, et al. 2013/ Adaptado.3?)

Conclusao
Embora nenhum marcador inicial ou uma molécula chave que represente a base de todo o processo tumoral tenha sido encontra-

da, pode-se dizer que alaminina-332 apresenta resultados relevantes, tanto em etapas precoces quanto em etapas avangadas do cincer
e pode ser usada como possivel biomarcador para o melhor entendimento da carcinogénese epitelial.
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