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RESUMO

O liquen plano oral (LPO) ¢ uma doenga inflamatdria cronica, que acomete
principalmente mulheres, com frequéncia variando de 0,1% a 4% na populagdo em geral,
e, embora controverso, é considerado uma doenca potencialmente maligna oral. Diversos
marcadores vém sendo propostos como indicadores de transformacdo maligna, com
possibilidade de contribuir no esclarecimento da chance de transformacdo maligna do
LPO, entre estes a laminina-332. Este trabalho determinou a expressdo de laminina-332
em amostras de mucosa oral de pacientes com LPO e lesdo liquenoide oral (LLO), que
foram referenciados a Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP para diagnéstico
de lesdes orais, durante o periodo de 2014 a 2019, por meio de um estudo transversal. Este
estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa FORP/USP (CAAE #:
33703114.8.0000.5419) e todos os pacientes forneceram consentimento livre ¢ esclarecido.
Foram investigadas informacdes relativas a idade, sexo, raca, forma clinica e localizacao
da lesdo. Foi realizada a analise morfoldgica das amostras de LPO, LLO, carcinoma
espinocelular (CEC) e hiperplasia fibrosa (HF). Estas duas ultimas leses foram usadas
como controle positivo e negativo, respectivamente. Cento e sessenta amostras foram
incluidas no estudo, sendo 59 de LPO, 55 de LLO, 20 de CEC e 26 de HF. Das amostras
analisadas, 59 foram positivas, sendo 21 de LPO, 15 de LLO, 18 de CEC e cinco de HF.
Nas amostras positivas de LPO e LLO observou-se coloragdo moderada a intensa em
66,5% e 66,6% das amostras de LPO e LLO, respectivamente, e a descontinuidade grave
foi encontrada em 75,0% das amostras de LPO e 87,5% das amostras de LLO. A
intensidade da imunomarcacdo da laminina-332 nas amostras de CEC foi mais forte, com
notavel padrdo de descontinuidade, e foi detectada principalmente em ninhos tumorais.
Em relacdo as amostras de HF, apenas 5 amostras apresentaram imunomarcagdo positiva
para laminina-332. Concluiu-se que a marcagdo descontinua da laminina-332 na MB de
LPO e LLO, e a presenca predominante na interface tumor-estroma de CEC invasivo
demonstram sua utilidade como marcador de transformac@o maligna, ja que ele parece ter
importante papel na invasdo e migracgdo de células displasicas. Este estudo suporta também

a hipotese de que a laminina-332 pode ser um marcador preditivo de malignidade.

Palavras chaves: Liquen plano oral, imuno-histoquimica, transformacdo maligna.



ABSTRACT

Oral lichen planus (OLP) is a chronic inflammatory disease that mainly affects
women with a frequency ranging from 0.1% to 4 % in the general population, and,
although controversial it is considered a potentially malignant disorder. Several markers
have been proposed as indicators of malignant transformation, with the possibility of
contributing to clarifying the chance of malignant transformation of OLP, including
laminin-332. This project determined the expression of laminin 332 in sample of the oral
mucosa of patients with the diagnosis of OLP and oral lichenoid lesion (OLL), who were
referred to the Ribeirdo Preto Dental School - USP to evaluate oral lesions, from 2014 to
2019, through a cross-sectional study. This study was submitted and approved by the
Institutional Review Board of the school of dentistry of Ribeirao Preto FORP/USP (CAAE
#. 33703114.8.0000.5419) and all patients provided written informed consent. The
expression of laminin-332 was determined by an immunohistochemical study. Data related
to age, gender, clinical form, and the site was evaluated. Morphologic features of OLP,
OLL, oral squamous cell carcinoma (OSCC), and fibrous hyperplasia (FH) also were
evaluated. These last two lesions were used, respectively, as a positive and negative
control. A hundred-sixty samples were included in the study, 59 from OLP, 55 from OLL,
20 from OSCC, and 26 from FH. Of the samples analyzed, 59 were positive, 21 from OLP,
15 from OLL, 18 from OSCC, and five from FH. In the positive samples of OLP and OLL,
moderate to intense staining was observed in 66.5% and 66.6% of the samples of OLP and
OLL, respectively, and severe discontinuity was found in 75.0% of the samples of OLP
and 87.5% of OLL samples. The intensity of laminin-332 immunostaining in OSCC
samples was stronger, with a notable pattern of discontinuity, and it was mainly detected in
tumor nests. Regarding the FH samples, only five samples showed positive
immunostaining for laminin-332. It was concluded that the discontinuous labeling of
laminin-332 in BM of OLP and OLL, and the predominant presence in the tumor-stroma
interface of invasive OSCC demonstrate its usefulness as a marker of malignant
transformation, as it appears to play an important role in the invasion and migration of
dysplastic cells. This study also supports the hypothesis that laminin-332 may be a
predictive marker of malignancy.

Keywords: Oral lichen planus, immunohistochemistry, malignant transformation.
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1. INTRODUCAO

Liquen plano (LP) é uma doenca inflamatdria cronica, que tipicamente afeta pele e
mucosas.® As lesBes orais sdo denominadas liquen plano oral (LPO) e estdo entre as
doencas mais comuns em pacientes com algum tipo de lesdo oral, acometendo
principalmente mulheres do sexo feminino, de meia-idade.”* A etiologia do LPO é
desconhecida, acredita-se que o LPO seja resultado de reacdo imunoldgica mediada por
células no tecido afetado, envolvendo células apresentadoras de antigeno e infiltrado
inflamatério predominantemente de linfécitos T.> Embora incerto, alguns agentes tém
sido associados ao desenvolvimento das lesBes, incluindo predisposicdo genética,
antigenos tumorais, autoantigenos, microrganismos, associacdo com doencgas sistémicas e
distarbios emocionais.>®°*°Ainda néo existe um critério de diagnéstico do LPO que seja
universalmente aceito. Os critérios estabelecidos pela OMS em 1978, que delineiam as
caracteristicas clinicas e histopatologicas da doenca, foram modificados em 2003 no
intuito de excluir casos que apresentassem caracteristicas histoldgicas de displasia epitelial
e estabelecer as diferencas clinicas e histopatoldgicas entre LPO e lesdo liquendide oral
(LLO).M121314 Estas consistem em lesBes que apresentam caracteristicas clinicas
semelhantes ao LPO, entretanto sdo associadas a presenca de restauracdes metalicas, uso
de medicamentos e a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH), ou ainda aquelas
lesbes que nao apresentam critérios clinicos e histopatoldgicos conclusivos do LPO.

O papel do LPO como um distarbio oral potencialmente maligno tem sido
controverso e amplamente debatido. Enquanto alguns relatos de caso e estudos controlados
sugerem um alto risco de transformacdo maligna e formacdo de um campo de cancerizagéo
em lesBes de LPO.™® Qutros estudos sugerem que a maioria dos casos de malignizacio
sdo de fato LLO ou lesdes em que histologicamente caracterizavam-se por displasia
epitelial liquendide.’”*® Sendo assim, é imprescindivel o diagnéstico correto avaliando a
presenca de displasias para distinguir estas lesdes. E importante ressaltar que existem
fatores subjetivos entre examinadores que influenciam a interpretacdo de aspectos clinicos
e, principalmente, histopatolégicos do LPO, o que, consequentemente, podem induzir a
erros de diagnéstico.?® Portanto, é de extrema importancia que o diagnéstico de LPO seja
estabelecido de forma criteriosa.

A aplicacdo de técnicas de imuno-histoquimica tem contribuido para entender ndo

SO a patogénese, mas a questdo da cancerizacdo do LPO. O objetivo destas analises é



identificar a atividade proliferativa no LPO, e predizer o desfecho clinico e a
transformacdo maligna.’®?! A laminina-332 (anteriormente descrita como laminina-5) &
uma proteina que vem sendo estudada em lesbes de LPO, ja que é uma grande
glicoproteina extracelular e importante componente encontrada na membrana e citoplasma
das células da camada basal. A laminina-332 apresenta importante funcdo mecanica na
adesdo das celulas da camada basal a Iamina propria servindo como barreira protetora para
invasdo de células neoplésicas.?> Desta forma, a investigacdo da laminina-332 em lesdes
de LPO e LLO pode ser util para o entendimento do processo de malignizacdo em

carcinoma espinocelular (CEC).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a frequéncia da expressdo da laminina-332 em amostras de mucosa oral
de pacientes com LPO e LLO, por meio de estudo clinico, morfoldgico e imuno-
histoquimico; o padrdo de expressdao da laminina-332 em amostras de LPO e LLO; e

avaliar o papel da laminina-332 como marcador de transformacdo maligna nestas lesdes.

2.2 Objetivos especificos

=> Determinar o perfil morfoldgico das amostras de LPO e comparar com LLO.
-> Comparar a frequéncia e padrdo da expressdo da laminina-332 em amostras de
LPO e LLO com amostras de CEC e HF.

3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho trata-se de um estudo observacional, do tipo transversal, com quatro
grupos de estudo, que visou & caracterizacdo clinica, morfologica e imuno-histoquimica de
amostras de pacientes com diagnostico de LPO e LLO. Amostras de CEC e HF foram
incluidas para comparacdo do perfil imunofenotipico. Foram investigadas informacdes

relativas a idade, sexo, raca, forma clinica e localizacao.



O diagnostico do LPO e LLO foi estabelecido conforme o critério de van der Meij
& van der Waal, 2003.** Assim, os critérios de inclusdo do estudo consistiram em: (i)
Presenca de lesdo reticular e/ou papulas de cor branco-acinzentada; (ii) Caracteristicas
clinicas adicionais como lesdes ulcerativas, eritematosas, em placas e bolhosas foram
aceitas na presenca das lesdes reticulares bilaterais e simétricas para o diagnéstico de LPO;
(iii) Presenca de infiltrado subepitelial predominantemente linfocitario, em banda e
confinado a porgéo superficial da lamina propria e degeneracédo por liquefacdo das células
da camada basal; (iv) Casos em que houveram associa¢do das lesGes ao contato com
restauracfes metalicas, uso de medicamentos, doenga do enxerto contra o hospedeiro e
lesbes que ndo atenderam aos critérios clinicos e histopatoldgicos conclusivos do LPO
foram classificados como LLO. Foram excluidas das analises amostras clinicamente

compativeis com LPO/LLO, mas que apresentaram displasia epitelial.

3.1 Caracterizacdo morfologica das amostras

As amostras de LPO e LLO foram estudadas no intuito de determinar os seguintes
achados histopatoldgicos: Presenca ou auséncia de hiperqueratose, acantose, exocitose de
linfécitos, degeneracdo vacuolar, infiltrado inflamatdrio linfocitico em faixa, espongiose,
corpos apoptoticos. Nos casos de CEC foi determinado o padréo do infiltrado inflamatério
e da invaséo e diferenciacdo celular. Nas amostras de HF foram determinadas a presenca
de hiperplasia epitelial, atrofia epitelial e intensidade do infiltrado inflamat6rio (s6 foram
incluidos casos com minimo infiltrado inflamatério subepitelial). Todos estes parametros

foram determinados por meio da coloracdo de hematoxilina e eosina (HE).

3.2 Realizagao do ensaio imuno-histoquimico da laminina-332

Para as reagdes de imuno-histoquimica, foram realizados cortes histologicos de
3um de espessura, os quais foram colocados sobre laminas devidamente revestidas com
organo-silano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os cortes obtidos foram submetidos a
técnica imunohistoquimica (IHQ) pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase
(Universal LSAB™+ Kit/HRP, Rb/Mo/Goat, K0690, Dako) para avaliar anticorpos
individuais. A omissdo do anticorpo primario foi utilizada como controle negativo tanto na
unica como dupla marcagdo. A imunoexpressao foi avaliada, utilizando-se representacdo

de imagem por meio de um sistema computadorizado, constituido por microscopio de luz



(Leica DM500), adaptado a uma camera de alta resolucdo (Leica ICC50) e monitor de

video colorido.

3.3 Captura de Imagem

As imagens foram obtidas utilizando-se o programa Leica IM50 Imagem Managem
e 0 processamento das mesmas foi realizado através do programa Leica QWin Image
Processing and Analysis System. Foi considerada marcagdo positiva aqueles que
apresentaram coloracdo acastanhada, conferida pelo cromoégeno DAB. Apos a avaliacdo
das laminas em aumento de 100X, 4 areas com maior densidade de imunomarcacao foram
selecionadas e registradas em um campo microscopico de 200X para analise da
intensidade da membrana basal (MB) e marcacao celular .

3.4. Andlise da imunoexpressado da laminina-332

Para a analise da imunomarcag&o da laminina-332 da cadeia anti-y2 (M7262; Dako
Carpinteria CA, EUA) foi utilizada a avaliacdo semiquantitativa para a graduacdo da
intensidade da marcacdo citoplasmatica em células basais e suprabasais bem como a
analise da descontinuidade da expressdo da lamina- 332 na MB utilizando o parametro
preconizado por Kannan et al.?® A descontinuidade foi determinada como: (i) nula para
uma coloracdo linear ao longo da MB (continua); (ii) leve para uma coloragdo linear com
poucas falhas na MB; e (iii) severa quando houve uma coloracdo linear com muitas falhas
na MB (descontinua). A intensidade foi determinada como: intensa, moderadamente

intensa e leve.

4. RESULTADOS

Este trabalho é um estudo transversal observacional que avaliou 160 pacientes,
alguns deles de estudo anterior de Yamanaka et al.** Foram utilizados 59 casos de LPO, 55
casos de LLO, 20 casos de CEC e 26 casos de hiperplasia fibrosa (HF). Estes dois ultimos
foram incluidos como controles positivos e negativos, respectivamente, para a coloracdo
IHQ. Todos os pacientes foram submetidos a exame oral seguido de biopsia incisional das
lesGes orais. A maioria dos pacientes com LPO e LLO eram assintomaticos; todos 0s
pacientes com LPO apresentavam lesbes reticulares bilaterais, associadas a lesdes
eritematosas / erosivas (22/59; 37,2%) ou ulcerativas (7/59; 11,8%), e o local mais
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acometido foi a mucosa bucal (50/59; 84,7%). A maioria dos pacientes classificados como
LLO ndo apresentava caracteristicas clinicas e histopatologicas de LPO, e o local mais
acometido também foi a mucosa bucal (31/55; 56,3%), seguida de gengiva (20/55; 36,3%)
e lingua (20/55 ; 36,3%). Os pacientes com HF apresentavam lesdes nodulares
assintomaticas, principalmente na mucosa bucal (10/26; 38,4%), e quase todas as amostras
de CEC (18/20; 90,0%) eram lesdes ulcerativas.

A anélise histopatolégica das amostras da mucosa oral mostrou degeneracdo
liquefativa da camada de células basais e um infiltrado linfocitico em banda no tecido
conjuntivo subepitelial de todos os pacientes com LPO e na maioria dos pacientes com
LLO (96,3% e 67,3%, respectivamente) (Figura 1). Hiperqueratose foi observada em 34
pacientes com LPO (57,6%) e 34 pacientes com LLO (61,8%), e corpos apoptoticos foram
encontrados em 40 pacientes LPO (67,7%) e 25 pacientes com LLO (45,4%),
principalmente na camada epitelial basal. A presenca de células inflamatérias no epitélio
(exocitose) foi um achado comum na maioria das amostras de LPO (53/59; 89,8%) e LLO
(43/55; 78,1%). Além disso, as amostras de LLO mostraram um infiltrado linfocitico mais
proeminente no tecido conjuntivo profundo do que o LPO. A maioria das amostras de CEC
foi classificada como moderadamente diferenciada (12/20; 60%). Todos os casos de HF
foram classificados como epitélio escamoso, com areas hiperplésicas ou atroficas, e tecido
conjuntivo fibroso denso com leve infiltrado inflamatério focal crénico, conforme relatado
anteriormente no estudo de Yamanaka et al.>* Nenhuma inflamacdo aguda ou crénica

generalizada foi observada nas amostras de HF (Figura 1).
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Figura 1: Imagens ilustrativas de caracteristicas clinicas, histopatologicas e imunohistoquimicas (IHQ) de
pacientes com liquen plano oral (LPO), lesdes liquendides orais (LLO), carcinoma espinocelular oral (CEC)
e hiperplasia fibrosa (HF). Lesdes tipo renda branca com padréo reticular na mucosa bucal de um paciente
com LPO (a), lesdo tipo placa de um paciente com LLO (b), lesdo ulcerativa extensa na lingua lateral (c) e
lesbes nodulares na mucosa bucal em paciente com HF (d). Observa-se infiltrado inflamatdrio
predominantemente mononuclear em amostras de LPO e LLO (e, f), displasia epitelial e invasdo tumoral na
amostra de CEC (g) e tecido conjuntivo denso com células inflamatdrias escassas na amostra de HF (h)
[Hematoxilina-eosina; ampliacdo original em x 40 (e, f, h) e x 20 (g)]. Observa-se intensa coloragdo
citoplasmética de laminina-332 na camada de células basais de amostras de LPO e LLO (i, j) e em ninhos de
tumor de CEC (Kk), e auséncia de coloracdo de laminina-332 em HF (I) [IHQ: original ampliagdo x 40 (i, j, I)
e x20 (k)] - Imagem retirada do artigo publicado na revista Oral Diseases.”

Nas amostras positivas para laminina de LPO (21/59; 35,6%) e LLO (15/55;
27,2%), observamos coloragdo moderada a intensa em 66,5% e 66,6% das amostras de
LPO e LLO, respectivamente. Em relacdo a coloracdo da MB, descontinuidade severa foi
encontrada em 75,0% das amostras de LPO e 87,5% das amostras de LLO. A intensidade
da imunomarcagdo da laminina-332 nas amostras de CEC foi mais forte, com notavel
padrdo de descontinuidade, uma vez que 70,0% dos casos apresentaram imunomarcacao
positiva na MB, e todos com perfil descontinuo leve / grave. A expressdo da laminina-332
na maioria das amostras de CEC (18/20; 90,0%) foi detectada principalmente em ninhos
tumorais, com marcante coloracdo do citoplasma das células epiteliais. Em relacdo aos
controles negativos (HF), a maioria das amostras (21/26; 80,7%) n&o apresentou
imunocoloracdo da laminina-332 (Figura 1 e tabela 1).
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Tabela 1. Resultados dos ensaios imunohistoquimicos para laminina-332 em amostras de liquen
plano oral (LPO), lesdes liquendides orais (LLO), carcinoma espinocelular (CEC) e hiperplasia
fibrosa (HF) - Tabela do artigo publicado na revista Oral Diseases.”

LPO LLO CEC  HF
N (%) N (%) N(@) N (%)

Expresséao positiva

Em células suprabasais 1(1.7) 1(1.8) 9 (45) 2(7.7)

Em células basais 19(32.2) 15(27.2) 17(85) 5(19.2)

Na membrana basal 8(135) 8(145) 14(70) 2(7.7)
Expressao negativa 38 (64.4) 40(72.7) 02(10) 21(80.7)
Intensidade*

Leve 7(333) 5(333) 0(0) 2 (40)

Moderada 8(38) 6(40) 5(27.7) 2(40)

Intensa 6 (28.5) 4 (26.6) 13(72.2) 1(20)
Descontinuidade da membrana basal*

Nula (Continua) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(.0)

Leve (Poucas falhas) 2 (25) 1(125) 8(57.1) 2(100)

Severa (Descontinua) 6 (75) 7(87.5) 6(42.8) 0(0)

* De pacientes positivos: LPO: n=21; LLO: n=15; CEC: n=18; HF: n =05
*Total de 160 pacientes sendo LPO: n =59; LLO: n =55; CEC: n=20; HF: n =26

5. DISCUSSAO

A investigacdo do LPO como doenca potencialmente maligna é debatida com
muita énfase. Alguns estudos observacionais e revisfes sistematicas da literatura sugerem
que o LPO apresenta risco elevado para transformacédo maligna, e também a possibilidade

0.292%  Entretanto, outros

da existéncia de campos de cancerizagdo nas lesdes de LP
estudos sugerem que grande parte dos casos de transformacgéo maligna no LPO ndo eram
de fato LPO, e sim LLO ou les6es em que histologicamente caracterizam-se por displasia
epitelial liquendide.’®?! Estudo realizado por Farah C. et al. demonstrou que entre as
lesGes liquendides orais, lesbes com displasia liquendide apresentava maior taxa de
malignizacdo comparada com o LPO e LLO.

A presenca predominante de laminina-332 na interface tumor-estroma de CEC
invasiva sugere que esse marcador tem um papel importante na invasdo e migracao de

células displasicas. Ademais, a perda da laminina-332 da MB e o0 aumento citoplasmatico
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de células basais/suprabasais tem sido considerada altamente associado ao processo de
transformacdo maligna. Especula-se que a marcacao citoplasmética em células neoplasicas
tém como causa a internalizagdo dos receptores da laminina como mecanismo para a
migracdo, assim acredita-se que células invasoras podem revestir sua propria superficie
com a laminina enddgena e posteriormente internaliza-la, o que consequentemente causa a
perda de estrutura na MB .** Patel et al., sugeriram que em células tumorais apenas a
subunidade Y da laminina-332 é sintetizado e permanece no citoplasma celular,
impossibilitando o transporte extracelular e a ndo incorporacdo na MB.?’ No trabalho
encontramos uma coloracdo descontinua expressiva na maioria das amostras positivas para
laminina de LPO e LLO na MB, sugerindo que uma MB epitelial alterada pode estar
envolvida na patogénese de ambos LPO e LLO e sua progressao para CEC.

E bem conhecido que as células inflamatérias podem causar ruptura na MB
epitelial como demonstrado no estudo de Richards & Furness.”®> Embora a maioria de
nossas amostras de LPO e LLO tenham apresentadas inflamacdo liquendide localizadas
(LPO: n = 10; LLO: n = 7) ou difusas (LPO: n = 10; LLO: n = 7), ndo foi observada
nenhuma correlagdo entre o padrdo de inflamacdo e grau de descontinuidade na MB
(correlacéo de Spearman: r = 0,16, p = 0,33). Digno de nota, 61,9% (13/21) e 46,6% (7/15)
das amostras positivas de laminina-332 LPO e LLO, respectivamente, mostraram
coloracdo citoplasmatica exclusiva na camada de células basais, com auséncia de
laminina-332 na MB ( Figura 1). Em consonancia com estudos anteriores de Almeida Reis

I 29-30

etal e Silvaeta , este trabalho sustenta a hip6tese de que a expressao da laminina-332

pode ser preditiva de malignidade.

6. CONCLUSAO

Concluimos com esse trabalho que a marcagdo descontinua da laminina-332 na MB
de LPO e LLO, e a presenca predominante na interface tumor-estroma de CEC invasivo
sugere seu importante papel na invasdo e migracdo de células displésicas, suportando a
hipétese de que a laminina-332 pode ser um marcador preditivo de malignidade. No
entanto, para validar esses resultados, estudos adicionais utilizando outros marcadores em

amostras maiores, incluindo mucosa oral saudavel e/fou outras doencas orais
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potencialmente malignas, podem ajudar a confirmar a participacdo da laminina-332 no

LPO e LLO, com foco na detecgédo precoce de alteracdes sugestivas de malignidade.
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