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RESUMEN

BEOVIDE CORTEGOSO, A.V. Comportamiento Biologico Del Carcinoma Oral
De Células Escamosas. Estudio Inmunohistoquimico De CD44 y ALDH1A. 2020.
122 f. Tese de Doutorado em Patologia Bucal — Faculdade de Odontologia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2020

El presente estudio abarc6 un periodo de 4 a 5 afios de trabajo en un proyecto
de doctorado donde se abordé la tematica del cancer bucal desde diferentes
lineas de estudio. En el primer articulo se realiz6 una actualizacion sobre el
comportamiento biolégico del carcinoma oral de células escamosas, donde se
describe la importancia de ese comportamiento agresivo y su implicancia en la
invasion tumoral, la diseminacion y la produccion de metastasis a distancia,
caracteristicas que describen al cancer bucal. En el segundo articulo se realizé
una revision sobre la importancia de las células madre tumorales y la
cancerizacién de campo en el cancer oral, alli se describe a esta subpoblacion
de células como las conductoras de la tumorogénesis y el crecimiento tumoral.
Esta subpoblacion de células serian las conductoras de la tumorogénesis y el
crecimiento tumoral y las encargadas de dirigir los procesos que llevan a la
resistencia a las terapias y a la produccion de metastasis a distancia. El tercer
articulo de pesquisa, donde se realizdé un trabajo de identificacion de células
epiteliales en el carcinomas oral de células escamosas y displasia epitelial
mediante inmunohistoquimica con los biomarcadores CD44 y ALDH1A. Donde

se observo la asociacion de la positividad de ALDH1A en la sobrevida de los
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pacientes, como un posible marcador prondstico y al no poder identificar
asociacion de la positividad de ALDH1A con las células tumorales y el tejido no
tumoral adyacente, se demuestra que es de poco valor para la patogenia del

cancer de cabeza y cuello.

Palabras claves- Cancer bucal, células madre tumorales, desordenes

potencialmente malignos, CD44, ALDH1A



ABSTRACT

BEOVIDE CORTEGOSO, A.V Comportamiento Biolégico Del Carcinoma Oral
De Células Escamosas. Estudio Inmunohistoquimico De CD44 y ALDH1A-2020.
122 p. Doctorate Thesys — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do

Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2020.

The present study comprise a period of 4 to 5 years of work in a doctoral project where
the topic of oral cancer was approached from different lines of study. In the first article,
an update was made on the biological behavior of oral squamous cell carcinoma,
describing the importance of this aggressive behavior and its implication in tumor
invasion, dissemination and the production of distant metastases, characteristics that
describe the Oral cancer. In the second article, a review was made on the importance of
cancer stem cells and field cancerization in oral cancer. This subpopulation of cells would
be the conductors of tumorigenesis and tumor growth and responsible for directing the
processes that lead to resistance to therapies and the production of distant metastases.
The third research article, where an epithelial cell identification work was performed in
oral squamous cell carcinomas and epithelial dysplasia by immunohistochemistry with
the CD44 and ALDH1A biomarkers. Where the association of ALDH1A positivity in the
survival of patients was observed, as a possible prognostic marker and since it was not
possible to identify an association of ALDH1A positivity with tumor cells and adjacent
non-tumor tissue, it is shown to be of little value for the pathogenesis of head and neck

cancer.

Key Words- Oral Cancer, Cancer Stem Cells, potentially malignant disorders, CD44,

ALDH1A.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALDH1A Aldheido Deshidrogenasa 1 Miembro de la familia A

ATP adenosin trifosfato

Bcl-2 Linfoma de células B

CD44 Antigeno CD44

COCE Carcinoma Oral de Células Escamosas

CCC Céncer Cabezay Cuello

CCECC Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello

CCE Carcinoma de Células Escamosas

CM Células Madre

CME Componentes Matriz Extracelular

CMT Células Madre Tumorales

COX-2Ciclooxigenasa — 2

CSsC Del inglés, Cancer Stem Cell

CTL Citotoxicos T Linfocitos

DE Displasia Epitelial

DPM Desérdenes Potencialmente Malignos

EGF Del inglés, Epidermal Growth Factor, traducido como factor de

crecimiento epidérmico

EGFR Del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor, traducido como



receptor del factor de crecimiento epidérmico

EO Eritroplasia Oral

HA Hialuronidasa

VPH  Por sus siglas en inglés, Human Papiloma Virus, traducido como

Virus Papiloma Humano

IHQ Inmunohistoquimica

LO Leucoplasia Oral

LOH Por sus siglas en inglés (Loss of Heterozygosity) Pérdida de

Heterocigosidad

ME Matriz extracelular

MT Microambiente Tumoral

PD-L1 Ligando 1 de muerte celular programado

PD-1 Receptor Ligando 1 de muerte celular programado

PI Profundidad de Invasion

TEM Transicion Epitelio Mesenquima

UFRGS Universidad Federal de Rio Grande del Sur

UdelaR Universidad de la Republica
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1. INTRODUCION

El cancer oral (CO) es el 6to. mas comun en el mundo, con 600.000 nuevos casos por
afio (SHIELD et al., 2017; SOLOMON; YOUNG; RISCHIN, 2018), siendo una de las
neoplasias mas agresivas entre los tumores malignos de cabeza y cuello. El carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) comprende la mayoria de los
canceres de cabeza y cuello (CCC). EI CCECC esta constituido por un grupo
heterogéneo de tumores que emergen del epitelio escamoso de la cavidad oral,
orofaringe, laringe e hipofaringe, donde el carcinoma oral de células escamosas (COCE)
es la variante histologica mas frecuente, constituyendo el 90% de todos los canceres de
la region de cabezay cuello (LI et al., 2018a; WESTRA; LEWIS, 2017). La clasificacion
de los tumores de la cavidad bucal por subsitio es util, porque los patrones de
diseminacién y resultados clinicos varian de acuerdo con su localizacion, esto se
relaciona a la variabilidad de la diseminacion linfatica en relacion al sitio anatomico del
tumor (IANCU; IANCU, 2015). La presentacion clinica del COCE varia segun el sitio de
origen, mas del 40% de los pacientes presentan involucramiento de los nédulos
linfaticos regionales en el momento inicial de la enfermedad y el 10% presenta
metastasis a distancia (MARUR; FORASTIERE, 2016).Esto es importante para
entender el comportamiento bioldgico de los tumores malignos de la boca (HUANG;

O’SULLIVAN, 2017).

La mortalidad por esta enfermedad sigue siendo alta debido al desarrollo de metéstasis
a distancia y la aparicion de recurrencias locales y regionales, eventualmente
inoperables que tienen una baja capacidad de respuesta a la radiacion y/o a la
guimioterapia. Por lo tanto, a pesar de las mejoras significativas en cirugia, radiacion y
guimioterapia, las tasas de sobrevida a largo plazo en pacientes con CCECC en
estadios avanzados no han aumentado significativamente en los ultimos 30 afios

(HANAHAN et al., 2011; SASAHIRA; KIRITA, 2018) .
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Incluso en el estadio | de la enfermedad donde el 90% de los pacientes pueden curarse,
el 10% recae en un desenlace fatal. En etapas mas avanzadas, el subconjunto de
pacientes que no responden a la terapia o sufren recurrencias aumenta, por razones
hasta ahora desconocidas. Por lo tanto, es deseable desarrollar una comprensién mas
profunda de la biologia de esta enfermedad para adaptar las estrategias terapéuticas
actuales y desarrollar terapias que sean mas efectivas (BAIS, 2019b; FERLAY et al.,

2015).

A pesar de los avances en el diagnostico del cancer y tratamiento, la tasa de
supervivencia general a los 5 afios para COCE sigue siendo la mas baja entre las
malignidades, de hecho los valores de sobrevida no ha variado en las Ultimas tres
décadas con valores <50% (International Agency for Research on Cancer et al., 2008;

Siegel et al., 2017; Bais, 2019).

Los COCE de la mucosa bucal asociados con una exposicion crénica al tabaco y al
alcohol, presentan una alta carga mutacional, los carcinomas asociados con el virus
tienen una patogénesis distinta, incorporan el material genémico del virus (HOLMES;
WENIG, 2018). Los COCE asociados al HPV afectan a una poblacién de pacientes que
se superpone, pero es divergente de aquellos no relacionados al virus. Los pacientes
con COCE positivos al HPV tienen mas probabilidades de ser hombres, blancos, de
mayor estatus socio-econdmico y 2 a 4 afios mas jévenes que los carcinomas negativos

al HPV ( Stenmark et al., 2017; Holmes & Wenig, 2018).

A pesar de monitorear al paciente, luego de una terapia quirdrgica y no quirdrgica, la
tasa de mortalidad general se mantiene sin cambios, probablemente debido a la
recurrencia del tumor ya sea localmente o en un sitio remoto. El desarrollo de
recurrencias y segundos tumores primarios, incluso cuando los margenes quirdrgicos

estan histopatoldégicamente libres de tumor, esto se asocia al concepto de cancerizacion
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de campo (Slaughter et al., 1953; Feller et al., 2013).

La evaluacién precisa del estado de los ganglios linfaticos es de gran importancia para
el prondstico y la decision terapéutica (SHAH JP, 2009). Si bien el manejo del cuello en
COCE con nddulos positivo esta claramente definido, es méas discutible en COCE que
se presenta sin evidencia clinica de enfermedad cervical (DA SILVA SD, HIER M,
MLYNAREK A, KOWALSKI LP, 2012). En los casos de COCE T3-T4, existe un
consenso en cuanto a tratar el cuello de manera electiva, ya que la probabilidad de
metastasis ocultas en los ganglios linfaticos es alta y el acceso a los vasos del cuello a
menudo es necesario para la reconstruccion del colgajo libre. En la enfermedad local
temprana T1-T2, el riesgo de metastasis oculta en el cuello es mas bajo, alrededor del
20% - 40%, y es menos probable la necesidad de la reconstruccién con un colgajo libre

(STOECKLI SJ., 2007; D’CRUZ AK, VAISH R, KAPRE N, 2015).

Actualmente es recomendado por algunos autores la evaluacion de la profundidad de
invasion (PI1) del tumor primario (BALASUBRAMANIAN D, EBRAHIMI A, GUPTA R,
2014) (MADANA J, LALIBERTE F, MORAND GB, 2015). El impacto de la Pl en el
pronéstico del COCE ha sido abordado en la edicibn mas reciente del sistema de
clasificacion TNM, por la American Joint Committee on cancer (AJCC) (LYDIATT WM,
PATEL SG, O’SULLIVAN B, 2017), donde establece que un tumor con una Pl de mas
de 10 mm se clasifica nuevamente como T3, donde 4-5 mm PI se utiliza como umbral

para la cirugia electiva de cuello (LYDIATT WM, PATEL SG, O’SULLIVAN B, 2017).

Los tumores epiteliales, incluido el COCE, presentan una heterogeneidad celular, que
se explica por las mutaciones que se producen debido a la inestabilidad genética y a
factores ambientales. La hipétesis que explica la heterogeneidad funcional es que no
todas las células cancerosas en los tumores sélidos tienen la misma o similar capacidad

para impulsar la formacion de tumores (REYA, T., MORRISON, S. J., CLARKE, M. F.,
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& WEISSMAN, 2001). Esta observacion se sustenta con la presencia de un subconjunto
de células llamadas células madre tumorales (CMT), que sugiere que un tumor puede
verse como un oOrgano alterado que se sostiene, de manera similar a los tejidos
normales, por una célula madre que impulsa la carcinogénesis ademas de una gran
poblacion de células diferenciadas que constituye la mayor parte del volumen tumoral,

pero que carecen de potencial tumorigénico (PRINCE et al., 2007a).

Un concepto jerarquico actual de la carcinogénesis propone que las CMT se sitlen
jerarquicamente por encima de una poblacién de células heterogéneas dentro del tumor,
y las CMT se definan funcionalmente como un subconjunto de células que muestran
caracteristicas de células madre, incluida la capacidad de dividirse asimétricamente, lo
que resulta en la autorenovacion y la produccién de poblaciones de células cancerosas
heterogéneas que estan por debajo en la escala jerarquica (SABRINA DANIELA DA

SILVA ET AL., 2011).

La incorporacion de las CMT en el analisis de la informacién molecular no solo
proporcionaria una determinacion mas sensible y especifica de los restos de células
tumorales, sino que también permitiria la deteccién del campo "defectuoso” o alterado
gue no se pueden definir histolégicamente, y por lo tanto permitiria una mejor
comprension de la progresién de la enfermedad y la recurrencia del tumor (CLARK;
MAO, 2017). Fue reportado que estos campos pueden tener un didmetro bastante
grande, y un estudio observé un campo "defectuoso" de méas de 7 cm, que incluia
alteraciones genéticas en la mucosa histolégicamente normal (BANIEBRAHIMI; MIR;

KHANMOHAMMADI, [s.d.]; TABOR MP, BRAKENHOFF RH; AL., 2002).

Las CMT son un tipo de CM que se diferencian de manera aberrante y puede producir
poblaciones de células tumorales que son fenotipicamente diferentes, las CMT

conducen la tumorogénesis y el crecimiento tumoral. Sin embargo, el conocimiento de
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las proporciones de CMT y CM normales en el tejido sano o tumoral se ve dificultado
por la falta de marcadores especificos de CM y CMT, especialmente en COCE vy los
CCC (BOMAN BM, 2008). Fue informado que un COCE contiene menos de una CMT

por cada 2500 células (ISHIZAWA K, RASHEED Z, 2010).

Las proteinas son interesantes como biomarcadores potenciales debido al hecho de que
posiblemente participan mas diversamente en las actividades celulares que el ADN y el
ARN. Por lo tanto, se sugiere que las proteinas pueden ser biomarcadores ideales,
particularmente aquellas que son moléculas reguladoras en vias celulares relevantes.
Los métodos para medir las proteinas mediante el ensayo inmunoenziméatico (ELISA) y
la inmunohistoquimica (IHQ) estan bien establecidos (SCHAAIJ-VISSER TB,

BRAKENHOFF RH, LEEMANS CR, HECK AJ, 2010).

El destino de las CMT esta determinado por sus interacciones con las células del
microambiente tumoral, incluidos los fibroblastos y las células hematopoyéticas, los
componentes de la matriz extracelular (CME), como la fibronectina, la laminina, el
colageno, la osteopontina o el hialuronidasa (HA). Estas sefales extracelulares
contribuyen a la formacién de un nicho que regula la quiescencia, la proliferacién y la

diseminacion de las CMT.

CD44 es una proteina de la superficie celular que interactla con una variedad de
componentes de la CME, citoquinas y factores de crecimiento secretados por células
presentes en el microambiente del tumor. Por lo tanto, CD44 ha sido identificado como
un marcador de CMT en una variedad de tumores (MORATH; HARTMANN; ORIAN-
ROUSSEAU, 2016) . El primer marcador de CMT que se uso en el cancer de mama fue
CD44, Prince et al. en 2007 identificaron un grupo de células CD44 + consideradas como
CMT en COCE que podrian reproducir en serie in vivo el tumor original (PRINCE et al.,

2007a).
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ALDH1A es una isoforma de la aldehido deshidrogenasa, que se expresa en los
humanos como una isoenzima detoxificante citosélica que oxida los aldehidos
intracelulares y contribuye a la oxidacion del retinol a 4cido retinoico en la diferenciacion
temprana de las células madre (MARCATO P, DEAN CA, 2011). Estudios previos han
demostrado que ALDH1A es un marcador especifico para la identificacion de CMT de
CCC, y desempefia un papel crucial en el mantenimiento de las propiedades de
autorenovacioén y tumorigenicidad de las CMT derivadas de COCE (CHEN YC, CHEN
YW, HSU HS, TSENG LM, HUANG PI, LU KH, CHEN DT, TAI LK, YUNG MC, 2009;
CLAY MR, TABOR M, OWEN JH, CAREV TE, BRADFORD CR, GOLF GT, 2010).La
sobreexpresion de ALDH1A y podoplanin fueron evaluadas en LO, y concluyeron son
buenos marcadores de transformacion maligna y los asociaron con el riesgo de

transformacioén de las LO (HABIBA et al., 2017).

Las CMT se consideran importantes en la iniciacion y progresion del cancer y ejercen
sus funciones de tumorigénesis afectando vias celulares y moleculares. Varios estudios
documentaron que estas subpoblaciones de células cancerosas estan asociadas a
diferentes propiedades del cancer, como metastasis, tumorigenicidad y recurrencia. Por
lo cual apuntar a las CMT seria una de las opciones de tratamiento mas alentadoras,
cuyo objetivo es mejorar la eficacia y la especificidad para erradicar los tumores. Las
investigaciones sobre los tratamientos dirigidos hacia las CMT serian uno de los campos
en pleno desarrollo. Por lo tanto, una mayor y mejor comprension de las acciones de las
CMT puede brindar oportunidades Unicas para desarrollar nuevas plataformas

terapéuticas para atacar las CMT (BANIEBRAHIMI; MIR; KHANMOHAMMADI, 2020).

2. OBJETIVO GENERAL

2.1. Identificar las células epiteliales CD44 + y ALDH1AA +, en distintas etapas de

la carcinogénesis oral.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Actualizar y revisar los aspectos relacionados con la carcinogénesis y la relaciéon

de la células madre tumorales en el cancer de cabeza y cuello.

Identificar y localizar la inmunoexpresién positiva de CD44 y ALDH1A, en las

células epiteliales de las lesiones con y sin displasia epitelial.

Identificar y localizar la inmunoexpresién positiva de CD44 y ALDH1A, en las
células epiteliales de los carcinomas de células escamosas de la mucosa bucal

y el tejido epitelial no tumoral adyacente.

Identificar y localizar la inmunoexpresion positiva de CD44 y ALDH1A, en las

células epiteliales de las lesiones benignas de la mucosa bucal (grupo control).

Analizar la asociacién entre la inmunoexpresion positiva de CD44 y ALDH1A en
las distintas etapas de la carcinogénesis oral con los parametros clinico-

patolégicos.
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Resumen

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello comprende la mayoria de los
canceres de cabeza y cuello. Es un tumor agresivo que surge a partir de una mucosa
sana o en relacion a los cambios y/o alteraciones del epitelio bucal como es la displasia
epitelial (DE), que sufre modificaciones genéticas y epigenéticas para progresar a la
malignidad. Metodologia- Para la actualizacién del tema se revisaron las bases de
datos, MEDLINE / PubMed, fue realizada una busqueda de articulos entre los afios
2010 a 2020, la revision fue complementada con blusqueda manual de las listas de
referencias de cada articulo seleccionado, utilizando como palabras claves “carcinoma
oral de células escamosas”, “comportamiento biolégico”, “carcinogénesis’ vy
“biomarcadores moleculares”. Discusion-Fueron discutidos caracteristicas importantes
del desarrollo del carcinoma oral de células escamosas en relacién a su comportamiento
biol6gico, desde el tumor propiamente dicho como el microambiente en donde se
desarrolla y conecta. Conclusiones- Podemos concluir que el microambiente tumoral
donde participan una variedad de células, dentro de ellas las células madre tumorales,
las cuales serian las encargadas de dirigir los procesos que conducen a la resistencia a
las terapias y a la produccién de metéstasis a distancia. La invasion tumoral, la
diseminacion y la produccion de metastasis a distancia, son las caracteristicas que

describen su comportamiento agresivo.

Palabras clave: “carcinoma oral de células escamosas”, “comportamiento biolégico”,

“carcinogénesis” y “biomarcadores moleculares.
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Abstract

Sqguamous cell carcinoma of the head and neck comprises most head and neck cancers.
It is an aggressive tumor that arises from a healthy mucosa or in relation to changes and
/ or alterations in the oral epithelium, such as epithelial dysplasia, which undergoes
genetic and epigenetic modifications to progress to malignancy. Methodology- To
update the topic, the databases, MEDLINE / PubMed, were reviewed, an article search
was performed between the years 2010 to 2020, the review was complemented with a
manual search of the reference lists of each selected article, using as key words "oral
squamous cell carcinoma", " biological behavior", "carcinogenesis" and "molecular
biomarkers". Discussion-Important characteristics of the development of oral squamous
cell carcinoma in relation to its biological behavior were discussed, from the tumor itself
as the microenvironment where it develops and connects. Conclusions- We can
conclude that the tumor microenvironment where a variety of cells participate, including
cancer stem cells, which would be in charge of directing the processes that lead to
resistance to therapies and the production of distant metastases. Tumor invasion,
dissemination, and distant metastasis are the characteristics that describe his aggressive

behavior.

non non

Key words: "oral squamous cell carcinoma”, " biological behavior", "carcinogenesis" and

"molecular biomarkers.
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1. Introduccién

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) comprende la
mayoria de los canceres de cabeza y cuello (CCC). EI CCECC esta constituido por un
grupo heterogéneo de tumores que emergen del epitelio escamoso de la cavidad oral,
orofaringe, laringe e hipofaringe, donde el carcinoma oral de células escamosas (COCE)
es la variante histologica mas frecuente, constituyendo el 90% de todos los canceres de

la region de cabeza y cuello (1,2).

El COCE es un céncer agresivo que surge a partir de una mucosa sana o0 en
relacién a los cambios y/o alteraciones del epitelio bucal como es la displasia epitelial
(DE), que sufre modificaciones genéticas y epigenéticas para progresar a la malignidad.
Las modificaciones epigenéticas llevan como resultado la adquisicion de resistencia
terapéutica, lo que resulta en pobres resultados para los pacientes con COCE, la tasa

de sobre-vida a los 5 afios para estos pacientes es de solo 50% (3).

En el COCE el proceso de carcinogénesis comprende una serie de alteraciones
graduales (cambios en las capas mucosas) que presumiblemente ocurren en toda la
superficie epitelial de la cavidad oral y son seguidas por la invasién de células tumorales
(4). La carcinogénesis es un proceso complejo de multiples pasos o escalones con una
maquinaria compleja, iniciado por sefiales oncogénicas anormales en diferentes vias de

la sefializacion celular (5,6).

El proceso que lleva a las células del epitelio normal del tracto aerodigestivo
superior a transformarse en células malignas, son las mutaciones en genes especificos
y la alteracion de su expresion. Estos genes controlan la reparacion del ADN, la
proliferacion, la inmortalizacion, la apoptosis, la invasion y la angiogénesis. Tanto la

activacion de oncogenes como la inactivacion de proteinas supresoras de tumores que
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participan en estas vias (6,7).

El objetivo del presente trabajo fue proporcionar informacion actualizada
sobre el comportamiento biolégico del carcinoma oral de células escamosas de
la mucosa bucal.

2. Metodologia

Para la actualizacion del tema se revisaron las bases de datos,
MEDLINE / PubMed buscando publicaciones cientificas de actualidad, la
revision fue complementada con busqueda manual de las listas de
referencias de cada articulo seleccionado. Fue realizada una busqueda de
articulos entre los afios 2010 a 2020 utilizando como palabras clave “carcinoma
oral de células escamosas”, “comportamiento bioldgico”, “carcinogénesis” y
“biomarcadores moleculares”, siendo también incluidos en la revisidn otros
articulos encontrados en las citas bibliogréaficas de éstos, solo si eran relevantes
para este trabajo. Los criterios de inclusion de los articulos se establecieron
siguiendo las palabras claves y que fueran investigaciones cientificas, revisiones
sisteméticas y meta- andlisis. Se excluyeron series de casos, resultados

duplicados debido a combinaciones de los términos de busqueda.

Se examinaron los titulos y resumenes de todos los articulos identificados
por medio de busquedas electronicas. Se obtuvo el articulo completo de los

estudios que parecian reunir los criterios de inclusion y ser relevantes.

3. Desarrollo

3.1. Origen del Carcinoma Oral de Células Escamosas

El epitelio oral est4 en un proceso constante de recambio. Los epitelios delgados
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no queratinizados, como el epitelio del piso de la boca y la cara ventral de lengua, se
renuevan mas rapidamente que los epitelios queratinizados de mayor espesor, como
los del paladar duro y la encia. Esto se debe a que la tasa de proliferacion de los
gueratinocitos basales es mayor en los epitelios no queratinizados que en los epitelio
queratinizados. El riesgo de mutaciones citogenéticas y la posterior transformacion
cancerosa es mayor en los queratinocitos basales con una mayor tasa de division
celular, que en aquellos con una menor tasa de division celular, por lo tanto, presentan
un mayor riesgo de mutaciones citogenéticas en el epitelio no queratinizado (8,9) . En
las capas basales y parabasales del epitelio oral, se produce la proliferacién de las
células, se conocen como el compartimento de las células progenitoras. Este
compartimento de células progenitoras comprende dos poblaciones de células
funcionalmente distintas: una poblacién méas pequefia de células madre especificas de

tejido y una poblaciéon mas grande de células de transicién amplificadoras (9).

Las células madre especificas del tejido ocupan un nicho especializado en
relacion con las células vecinas. Las células madre tienen la informacion genémica del
epitelio oral, no estan diferenciadas, pero tienen la capacidad de diferenciarse. Se
dividen con poca frecuencia, tienen la capacidad de auto-renovacion ilimitada,
mantienen la expresion activa de la telomerasa y no se someten facilmente a la

apoptosis (8-10).

Se observé con el uso de técnicas de biologia molecular, la presencia de
variaciones genomicas en los COCE, destacandose dos observaciones importantes: i.
los tumores con el mismo origen varian considerablemente con respecto a sus
variaciones genémicas y ii. los tumores que muestran patrones similares de variaciones
genodmicas tienen diferentes origenes. Estos hallazgos hacen que el tratamiento de
estos sea un desafio. Por lo tanto, el investigador busca la inestabilidad genética o los

cambios en el numero y estructura de los cromosomas, por considerarse una
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caracteristica importante en la oncogénesis. La inestabilidad genética se adquiere en
las células tumorales debido a defectos en la segregacién de los cromosomas,
alteraciones en el nimero de copias, pérdida de heterocigosidad, estabilidad de los
telémeros, regulacién de los puntos de control del ciclo celular y reparacion de dafios en

el ADN (11,12).

Las modificaciones epigenéticas ocurren dentro de la cromatina nuclear. La
cromatina se divide en 2 categorias: la heterocromatina contiene genes inactivos, esta
muy condensada y se puede replicar tarde; la eucromatina contiene la mayoria de los
genes activos y es relativamente abierta. El balance de reguladores epigenéticos es
critico para mantener células y tejidos sanos, la desregulacién, la mutacién, la
sobreexpresion o la atenuacién de los reguladores epigenéticos son la clave para
cambiar el equilibrio hacia la transformacion oncogénica, lo que lleva al crecimiento de

CCCy la produccién de metéastasis (3).

El tejido canceroso es considerado como un "6rgano" complejo. El
microambiente del tumor esta compuesto por una variedad de células, incluidas las
células tumorales, las células madre tumorales (CMT), las células inflamatorias y los
fibroblastos asociados al cancer, junto con los vasos sanguineos. Es posible que las
CMT participen en los procesos que conducen a la resistencia a la terapia y al

produccién de metéstasis a distancia (13).

Hanahan y Weinberg en 2011, propusieron los siguientes "10 sellos del cancer"
gue son fundamentales para la progresion tumoral: mantener la sefializacion
proliferativa, evadir los supresores del crecimiento, evitar la destruccion inmune, activar
la invasion y la metastasis, promocion de la inflamacion por el tumor, permitir la
inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis, la inestabilidad y mutacién del genoma,

resistir la muerte celular y la desregulacidon energética (6,14).Esquema 1
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Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability I Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Esquema 1- Caracteristicas distintivas emergentes de los sellos del cancer. Capacidad
para modificar o reprogramar, el metabolismo celular que promueve la proliferacion neoplasica.
Evasion de las células cancerigenas a la respuesta inmunologica de destruccién. La inestabilidad
gendmica. Respuesta inflamatoria promotora del tumor. Tomado de Hanahan y Weinberg 2011
(14).

3.2. Los sellos del cancer y su relaciéon con los factores pronosticos
Ademas de las células cancerosas, los tumores exhiben otra dimensién de
complejidad: contienen una coleccion de células ostensiblemente normales reclutadas
gue contribuyen a la adquisicion de rasgos distintivos al crear el "microambiente
tumoral”. El reconocimiento de la aplicabilidad generalizada de estos conceptos afectara
cada vez mas el desarrollo de nuevos medios para el tratamiento del cancer humano

(14) .

3.2.1. Mantenimiento de la sefializacién proliferativa

Las células sanas regulan las sefiales de crecimiento a través de factores de
crecimientos solubles unidos a la membrana; las células cancerosas tienen un
crecimiento autébnomo y caético debido a la desregulacién de las sefiales de crecimiento

(14). La familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) son receptores
33



transmembrana tirosina quinasa que comprenden el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) o el receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER1),
HER2, HER3 y HER4 (15). Los estudios han establecido una correlacién entre la
expresion de EGFR, EGFR fosforilada (pEGFR), HER2 o HER4 y una pobre

supervivencia de los pacientes con COCE (16,17).

3.2.2. Evasién de los supresores del crecimiento

En las células tumorales, varios genes supresores tumorales estan asociados
con sefiales anti-crecimiento que se inactivan por mutacion, delecion y metilaciéon. Ya
fue establecido que el guardian del genoma humano p53 desempefia un papel
fundamental en la regulacién del ciclo celular, la diferenciacion celular, la reparacion del
ADN y la apoptosis. Las mutaciones somaticas en p53 se detectan en el 60-80% de los
COCEYyen el 10% en la displasia oral (18). Recientemente, los datos del Genome Wide
Association Study han demostrado que generalmente p53 se muta en casos de COCE

HPV negativo (19,20).

3.2.3. Evitar ladestruccion inmune

Entre los linfocitos, las células T citotoxicas CD8 + (CTL) sirven como células
inmunitarias antitumorales en cooperacion con las células tipo 1 cooperadoras CD4 + T
(células Th1l). Sin embargo, las quimiocinas pueden reclutar células CD4 + Th2 y células
reguladoras de CD4 + T (Treg) en el microambiente tumoral, lo que provoca inhibicién

de la respuestas de CTL (21).

Los niveles de secrecion y expresion de interleucina -8 (IL) estan implicados con
deficientes resultados clinicos a través de la generacién de macréfagos M2 positivos
para D163 en COCE (22). El ligando 1 de muerte celular programado (PD-L1) y su
receptor PD-1 juegan un papel central en el escape inmune del tumor y en la formacion

de un microambiente tumoral (23). La sobreexpresion de PD-L1 en células tumorales y
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PD-1 en linfocitos infiltrantes en el tumor se correlaciona con un mal prondstico en varios
canceres humanos (24).El mal pronostico en los casos de COCE y la metastasis

ganglionar fue demostrado con la expresion de PD-L1 / PD-1 (25).

3.2.4. Activacion de lainvasion y las metastasis del COCE

La metastasis se produce principalmente a través de los ganglios linfaticos
cervicales del lado afectado. Existe una secuencia de pasos que son fundamentales
para la invasién, diseminacion y metastasis de las células cancerosas: 1. Disminucion
de la adhesion celular y desprendimiento de las células cancerosas; 2. Interrupcion de
la membrana basal; 3. Movilidad de las células cancerosas e infiltracion estromal; 4.
Intravasacion; 5. Migracion intravascular; 6. Extravasacion; 7. Crecimiento de células

cancerosas en los focos metastasicos (18).

3.2.5. Inflamacién como promotor del tumor

Aparentemente, las células inflamatorias promueven el desarrollo, el avance y la
metastasis al producir citoquinas. La inflamacion puede alterar el microambiente tumoral
al inducir el crecimiento, la supervivencia, la produccién de factores pro-angiogénicos y
especies reactivas de oxigeno. También puede modificar la matriz extracelular,
promoviendo asi la angiogénesis, la invasion y la metastasis (14). Ademas, los
fibroblastos estromales pueden jugar un papel vital en la reacciébn desmoplasica al
secretar matriz extracelular. Eltohami y col. (26), informaron que la puntuacion de la
inflamacién sistémica , se basa en la suma de albimina y la proporcién de linfocitos y
monocitos, esto esta estrechamente relacionado con la progresion local, el estadio
clinico, la profundidad del tumor, la invasion perineural, la extension extranodal, y una
peor supervivencia. La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es una enzima pro-inflamatoria que
convierte el &cido araquiddnico en prostaglandina, promoviendo la invasion de células y

la metastasis del COCE (27).

35



3.2.6. Inmortalidad replicativa

La longitud de los telémeros es mantenida por la telomerasa, y su actividad esta
regulada por la expresion de la transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT),
como la subunidad catalitica de la telomerasa (28). Ademas, el teldmero desempefia un
papel crucial en la tumorigénesis y la progresion del COCE. La disfuncion del telémero
es un predictor valido de radio resistencia en el COCE. Ademas, los niveles altos de
expresion de hTERT estan involucrados en la fase temprana de la carcinogénesis oral

y con los resultados desfavorables para los pacientes con COCE (28).

3.2.7. Induccién de angiogénesis

Aunque el cancer causa hipoxia tisular, la provision de oxigeno y nutrientes y la
extraccion de productos de desecho son esenciales para las células tumorales. La
angiogénesis, es la formacién de nuevos vasos sanguineos y la linfangiogénesis, es la
proliferaciébn de nuevos vasos linfaticos, estos son esenciales para el crecimiento, la
invasion y la metéstasis de las células malignas. Un estudio reciente sugirié que la
terapia génica anti-angiogénica podria ser Util para la prevencién y el tratamiento

temprano de tumores malignos (29,30).

Dentro de los reguladores de la angiogénesis estan las proteinas de
sefializacién, que se unen a los receptores inhibidores o estimulantes en la superficie
celular de las células endoteliales, éstos son el factor de crecimiento endotelial vascular

A (VEGF-A) y la tromboespondina 1 (TSP-1) (14)

3.2.8. Inestabilidad del genoma y mutacion

Es sabido que el COCE surge de multiples alteraciones genéticas y epigenéticas
provocadas por la exposicion crénica a carcinégenos como el alcohol, el tabaco, las
sustancias quimicas toxicas, las infecciones virales y la inflamacion; estas alteraciones

genéticas incluyen deleciones, mutaciones puntuales, metilacion, amplificacion del
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oncogén e inactivacion de genes supresores tumorales (18). La pérdida de
heterocigosidad (LOH) en los cromosomas 3p, 9p (inactivacion de pl6) y 17p
(inactivacion de p53) se correlaciona con la fase temprana de la carcinogénesis oral; a
la inversa, las alteraciones genéticas en los cromosomas 4q, 8p, 11q y 13q se

correlacionan con la fase tardia de la carcinogénesis oral (31).

La capacidad de los sistemas de mantenimiento del genoma para detectar y
resolver defectos en el ADN, aseguran que las tasas de mutacion espontanea sean

generalmente muy bajas durante cada generacion celular (14)

3.2.9. Resistencia ala muerte celular

El escape a la apoptosis permite que las células malignas sobrevivan mas
tiempo, lo que proporciona mas tiempo para acumular mutaciones (32). La apoptosis
puede ocurrir a través de las vias tanto extrinseca (muerte iniciada por el receptor) como
intrinseca (mitocondriales). La via extrinseca se desencadena por la union del factor de
necrosis tumoral y (TNFy), activando asi la caspasa-8 y -3. La via intrinseca esta
regulada por la familia de proteinas del linfoma de células B (Bcl-2). La sobreexpresion
de Bcl-2 esta fuertemente relacionada con un mal prondstico de los pacientes con COCE
(32). La pérdida del control de la apoptésis permite que las células cancerosas
sobrevivan mas tiempo y acumulen mutaciones y aumenten la invasividad durante la

progresion tumoral, estimulan la angiogénesis, desregulan la proliferacién celular (32).

3.2.10.Desregulacion energética

En condiciones aerdbicas, las células sanas producen adenosintrifosfato (ATP)
a partir de la glucosa en las mitocondrias y la fosforilacion oxidativa en el sistema de
transferencia de electrones. Ademas, el ATP se produce a través de la via glucolitica
anaerobica, que descompone la glucosa en el citoplasma y produce acido lactico (18).

Sin embargo, las células cancerosas pueden producir energia a través de la glucdlisis
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aerébica en presencia de oxigeno (efecto Warburg) (14,33). Otro factor crucial
relacionado con la energia celular es el factor 1a (HIF1a) inducido por hipoxia que
modula la transactivacién del gen diana en condiciones hipéxicas (34). Ademas, la
expresion de HIF1-a se correlacion6 con la angiogénesis, la linfangiogénesis y el mal

pronéstico del COCE (35).

3.3. Células madre tumorales y carcinoma oral de células escamosas

En el modelo convencional de evolucién clonal de la carcinogénesis, una
acumulacién de cambios genéticos y epigenéticos puede tener un impacto en cualquier
célula epitelial oral, produciendo un clon con ventajas proliferativas que puedan
desarrollar caracteristicas de invasividad. De acuerdo con la hipétesis de las células
madre tumorales (CMT) recientemente propuesta, solo las células que sobreviven por
mucho tiempo, como las células madre (CM), pueden acumular suficientes alteraciones
oncogénicas para que se desencadene la carcinogénesis. Por lo tanto, las CMT
transformadas estarian involucradas en la aparicién, progresion y diseminacion del
tumor. Si este es el caso, los malos resultados de las terapias contra el cancer oral
podrian ser atribuidos a su orientacion a toda la masa tumoral en lugar de a las células
especificas responsables de su desarrollo, crecimiento y propagacion. Por otro lado, se
ha atribuido a las CMT mecanismos de defensa molecular y otras caracteristicas que
puedan protegerlas contra el tratamiento radio y quimioterapéutico convencional

(36,37).

El concepto de CMT se basa en el supuesto de que las neoplasias malignas se
organizan de manera jerarquica, y las CMT representan una subpoblacion tumorigénica
gue se perpetla en el tiempo para preservar su identidad y tienen la caracteristica de
autorrenovacion y la capacidad de diferenciacion para dar lugar a células diferenciadas
en masa con disminucion potencial de propagacion del tumor (38,39). Desde una

perspectiva diferente, el modelo CMT implica que la heterogeneidad morfoldgica y
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fenotipica intratumoral observada en un espectro muy amplio de canceres, refleja la
diversidad funcional entre las células malignas, con solo un subconjunto de ellas capaz
de alimentar el crecimiento del tumor dando lugar a un volumen mayor de células (a
través de la diferenciacion) y, al mismo tiempo, manteniendo la poblacion de CMT a

través de la auto-renovacién (40).

En general, la forma mas simplista y completa de definir de manera descriptiva
el concepto de CMT es que, al igual que los tejidos normales, los crecimientos malignos
se organizan de manera jerarquica con células madre neoplasicas dotadas de auto-
renovacién y diferenciacibn capaces de dar lugar a mas células progenitoras
comprometidas, ademas de dar nuevas células madre cancerosas alimentando asi

continuamente el crecimiento del tumor (40,41).

Los tumores epiteliales, incluido el COCE, presentan una heterogeneidad
celular, que se explica por las mutaciones que se producen debido a la inestabilidad
genética y a factores ambientales. La hip6tesis que explica la heterogeneidad funcional
es que no todas las células cancerosas en los tumores sélidos tienen la misma o similar
capacidad para impulsar la formacién de tumores (41). Esta observacion se sustenta
con la presencia de las CMT, que sugiere que un tumor puede verse como un érgano
alterado que se sostiene, de manera similar a los tejidos normales, por una célula madre
que impulsa la carcinogénesis ademas de una gran poblacién de células diferenciadas
que constituye la mayor parte del volumen tumoral, pero que carecen de potencial

tumorigénico (42).

Un concepto jerarquico actual de la carcinogénesis propone que las CMT se
sitten jerarquicamente por encima de una poblacion de células heterogéneas dentro del
tumor, y las CMT se definan funcionalmente como un subconjunto de células que

muestran caracteristicas de células madre, incluida la capacidad de dividirse
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asimétricamente, lo que resulta en la autorenovacion y la produccion de poblaciones de

células cancerosas heterogéneas que estan por debajo en la escala jerarquica (43).

La incorporacion de las CMT en el analisis de la informacion molecular no solo
proporcionaria una determinacién mas sensible y especifica de los restos de células
tumorales, sino que también permitiria la deteccidén del campo "defectuoso” o alterado
que no se pueden definir histolégicamente, y por lo tanto permitiria una mejor
comprension de la progresion de la enfermedad y la recurrencia del tumor (44). Fue
reportado que estos campos pueden tener un didmetro bastante grande, y un estudio
observé un campo "defectuoso" de mas de 7 cm, que incluia alteraciones genéticas en

la mucosa histolégicamente normal (45,46).

Las CMT son un tipo de CM que se diferencian de manera aberrante y puede
producir poblaciones de células tumorales que son fenotipicamente diferentes, las CMT
conducen la tumorogénesis y el crecimiento tumoral. Sin embargo, el conocimiento de
las proporciones de CMT y CM normales en el tejido sano o tumoral se ve dificultado
por la falta de marcadores especificos de CM y CMT, especialmente en COCE vy los
CCC (47). Fue informado que un COCE contiene menos de una CMT por cada 2500

células (48).

Existe la necesidad, por lo tanto, de eliminar las CMT ademas de las células
tumorales masivas o “bulk” (no CMT). La transicién epitelio mesénquima (TEM) es un
programa regulador implicado para la reversion de CM no tumorales a CMT. Durante la
TEM, las células epiteliales pierden la adhesion intercelular, se acompafian de un
aumento de las propiedades invasivas y de migracion, que es un requisito previo para
la metastasis. Aunque las terapias dirigidas a CMT resultan en su eliminacion, y las CM
no tumorales no se ven afectadas, si no se eliminan, estas células tienen la capacidad

de convertirse espontaneamente en CMT mediante la induccién de TEM. Las terapias
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que erradican las CMT e inhiben la TEM, se convirtieron en una estrategia atractiva para

prevenir la recaida tumoral, la resistencia a los medicamentos y la metéstasis (49,50) .

3.4. Marcadores moleculares de identificacion de las células madre tumorales
en el COCE

Los biomarcadores tumorales pueden ser cualquier molécula Unica o una
combinacién de mas de una molécula celular, incluyendo ADN, ARN, proteinas,
péptidos, carbohidratos o pequefios metabolitos que son especificos de la enfermedad
y podrian medirse para analizar y monitorear la progresion de la enfermedad. Sin
embargo, los estudios de biomarcadores de proteinas han sido reconocidos por su
importancia y, por lo tanto, se han utilizado enfoques proteémicos para el

descubrimiento de biomarcadores de diversas enfermedades (51).

Las proteinas son interesantes como biomarcadores potenciales debido al hecho
de que posiblemente participan mas diversamente en las actividades celulares que el
ADN vy el ARN. Por lo tanto, se sugiere que las proteinas pueden ser biomarcadores
ideales, particularmente aquellas que son moléculas reguladoras en vias celulares
relevantes. Los métodos para medir las proteinas mediante el ensayo inmunoenzimatico

(ELISA) y la inmunohistoquimica (IHQ) estan bien establecidos (51).

El destino de las CMT esta determinado por sus interacciones con las células
del microambiente tumoral, incluidos los fibroblastos y las células hematopoyéticas, los
componentes de la matriz extracelular (CME), como la fibronectina, la laminina, el
colageno, la osteopontina o el hialuronidasa (HA). Estas sefiales extracelulares
contribuyen a la formacion de un nicho que regula la quiescencia, la proliferacion y la
diseminacion de las CMT. CD44 es una proteina de la superficie celular que interactta
con una variedad de componentes de la CME, citoquinas y factores de crecimiento
secretados por células presentes en el microambiente del tumor. Por lo tanto, CD44 ha

sido identificado como un marcador de CMT en una variedad de tumores (52) .
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El primer marcador de CMT que se usoé en el cancer de mama fue CD44, Prince
et al. en 2007 identificaron un grupo de células CD44 + consideradas como CMT en

COCE que podrian reproducir in vivo el tumor original (42).

Sin embargo, se han planteado preguntas sobre el valor de CD44 como
marcador CMT en el COCE, debido a la mayor expresion de la proteina por células
epiteliales orales normales y tumorales (53,54), debido a que una pequeiia cantidad de
CMT estan presentes en los tejidos orales. También se debate sobre la utilidad de CD44
como marcador de la progresion y prondstico del COCE. Debido a que algunos
investigadores asociaron una mayor expresién de CD44 con una mayor agresividad del
tumor, mientras que otros asociaron la reduccién o pérdida de la expresion de CD44 con

una pronéstico negativo (55,56).

La identificacion de CMT proporciona una nueva posibilidad terapéutica para
mejorar el tratamiento del cancer (57). Estudios previos realizados en varios tipos de
cancer han informado que estas CMT exhiben una mayor expresion de ciertos
biomarcadores (58). Descubrir biomarcadores efectivos es fundamental para una mejor
comprension de las caracteristicas bioldgicas de las CMT. Se han propuesto varias
moléculas de proteinas putativas para identificar las CMT en los COCE, entre ellos estan

incluidos CD44, CD133, Nanog, Oct4, Sox2 y ALDH1 (59).

4. Conclusiones

El COCE es el tumor maligno mas frecuente de la cavidad bucal, presenta un
comportamiento agresivo que explica la recurrencia loco-regional. EI microambiente del
tumor esta compuesto por una variedad de células, dentro de ellas las CMT serian las
encargadas de dirigir los procesos que conducen a la resistencia a las terapias y a la
produccion de metastasis a distancia (13). La invasion tumoral, la diseminacién y la

produccion de metéstasis a distancia, son las caracteristicas que describen el
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comportamiento agresivo del COCE.

El COCE es un tumor heterogéneo con aberraciones genéticas y epigenéticas,

que abarcan una amplia gama de vias oncogénicas. La investigacion dirigida a

identificar biomarcadores que puedan identificar tumores con mayor potencial invasivo

y metastasico, es crucial para avanzar en la mejora de las estrategias terapéuticas

personalizada para los pacientes con COCE.

Hemos tratado de revisar las caracteristicas distintivas del céancer, que

proporcionan un marco teérico de interés para comprender la compleja biologia del

COCE, esto es necesario para poder instaurar terapéuticas que mejoren la calidad de

vida de los pacientes con cancer bucal.
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ARTICULO 2

Cancerizacion de Campo y Células Madre
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Resumen

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas es el tumor maligno mas
frecuente de la cavidad bucal y representa el sexto cancer mas comuan en el
mundo. Se da principalmente en hombres entre la 6ta -7ma década de la vida,
los factores de riesgo son el tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, infeccién
por virus del papiloma humano y alteraciones genéticas. La recurrencia loco-
regional se relaciona a las caracteristicas patoldgicas y/o alteraciones
moleculares de la mucosa bucal. Objetivo: El objetivo fue describir la
importancia de la cancerizacion de campo y la presencia de las células madre
tumorales, en el carcinoma oral. Metodologia: Se realiz6 una busqueda en
MEDLINE / PubMed publicaciones enero de 2000 hasta abril de 2020.
Conclusiones: El efecto de la cancerizacién de campo y de las células madre
tumorales, ayudan a explicar las razones de la recurrencia y la vision del manejo

de los pacientes con carcinoma oral.

Palabras claves- “células madre tumorales”, “cancerizacion de campo’,

“carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello” y “pronostico”.
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Abstract

Introduction: Oral squamous cell carcinoma is the most frequent malignant
tumor of the oral cavity and represents the sixth most common cancer in the
world. It occurs mainly in men between the 6th -7th decade of life, the risk factors
are smoking, excessive consumption of alcohol, infection by the human papilloma
virus and genetic alterations. The loco-regional recurrence is related to the
pathological characteristics and / or molecular alterations of the oral mucosa.
Objective: The objective was to describe the importance of field cancerization
and the presence of cancer stem cells in oral carcinoma. Methodology: A search
of MEDLINE / PubMed publications from January 2000 to April 2020 was carried
out. Conclusions: The effect of field cancerization and cancer stem cells help to
explain the reasons for recurrence and the vision of the management of patients

with oral carcinoma.

» on

Key words- "cancer stem cells", “field cancerization”, "squamous cell carcinoma

of the head and neck" and "prognosis".

54



Resumo

Introducéo: O carcinoma epidermoide oral € o tumor maligno mais frequente da
cavidade oral e representa 0 sexto cancer mais comum no mundo. Ocorre
principalmente em homens entre as 6 a 7™ décadas da vida, fatores de risco
sao tabagismo, consumo excessivo de alcool, infeccédo pelo virus do papiloma
humano e alteracdes genéticas. A recorréncia locorregional esta relacionada as
caracteristicas patoldgicas e / ou alteracbes moleculares da mucosa oral.
Objetivo: O obijetivo foi descrever a importancia do campo de cancerizacao e a
presenca de células-tronco tumorais no carcinoma oral. Metodologia: Foi
realizada uma pesquisa nas publicacdes MEDLINE / PubMed de janeiro de 2000
a abril de 2020. Conclusdes: O efeito do campo de cancerizacéo e das células-
tronco tumorais ajuda a explicar os motivos da recorréncia e a visdo do manejo

dos pacientes com carcinoma bucal.

Palavras-chave - "células-tronco tumorais", campo de cancerizacao, "carcinoma

espinocelular de cabeca e pescoco” e "prognostico".
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1. Introduccién

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el tumor maligno mas frecuente en
la cavidad bucal y representa el sexto caAncer mas comun en todo el mundo ¢-® .EI COCE
deriva del epitelio escamoso estratificado de revestimiento del tracto digestivo superior,
presentandose en personas entre la 6ta -7ma década de la vida, se da principalmente
en hombres con una relacion hombre: mujer que varia de 2: 1 a 4: 149, Se asocia
principalmente a historia de tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, infeccién por
virus del papiloma humano (VPH) y alteraciones genéticas -9

A nivel mundial la incidencia anual del cancer de cabeza y cuello (CCC),
es de 550.000 nuevos casos y 300.000 muertes cada afio, una de las
caracteristicas de mayor impacto en la sobrevida de los pacientes con COCE, es
la recurrencia loco-regional, que ocurre entre el 10-30% de los pacientes, y el
desarrollo de segundos tumores primarios, con un rango de incidencia que varia
del 2% al 30% (10.11)

De acuerdo a los datos de Globocan de 2018 la incidencia de cancer de
cavidad oral y labio en América del Sur es de 4.3 para hombres y 1.7 para
mujeres expresado en tasas estandarizadas por edad cada 100.000 hab.?12, En
Uruguay los datos del Registro Nacional de Cancer (RNC) sobre cancer buco-
faringeo para el periodo 2011-2015, reportan cifras de mortalidad de 6,67 para
los hombres y 1,21 para mujeres y de incidencia de 10.17 para hombres 'y 2.81
para mujeres, expresado en tasas ajustadas por grupo etario por 100.000 hab.
(13),

El COCE puede desarrollarse directamente de una mucosa sana o de
lesiones pre-existentes en un proceso de multiples etapas, esta progresion

requiere la acumulacion de mudiltiples alteraciones genéticas, epigenéticas y
56



cromosdmicas, que estan influenciadas por la predisposicion genética /
epigenética del paciente y por influencias ambientales, tales como el tabaco, el
alcohol, infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) (14.16),

El desarrollo de recurrencias y segundos tumores primarios, incluso
cuando los margenes quirdrgicos son histopatolégicamente libres de tumores se
relaciona a las caracteristicas patolégicas y/o alteraciones del punto de vista
molecular de la mucosa adyacente al tumor (1718  La discusion sobre la
extension de los margenes quirlrgicos en pacientes con cancer oral, cuando se
evalla el riesgo de recurrencia es permanente; el aspecto histoldgico no siempre
puede ser un predictor confiable del riesgo de recidiva, la histopatologia
convencional no es sensible para identificar aquellas células que ya han
comenzado el proceso de transformacion maligna pero que aun no han
desarrollado un fenotipo completamente neoplasico. Los estudios que investigan
sobre los cambios moleculares en los tumores, los margenes tumorales y la
mucosa oral normal de los pacientes con COCE ayudarian a identificar aquellos
biomarcadores que puedan predecir la posibilidad de recurrencia (1920,

La evaluacion histolégica precisa de los margenes en las resecciones
quirargicas del COCE es vital; debe tenerse en cuenta en esta evaluacion las
diferencias anatomicas de los diferentes sitios de la cavidad bucal, las diferencias
en cuanto al manejo quirargico de los tejidos y la falta de estandarizacion con
respecto a un margen adecuado. La evaluacion histopatoldgica de los margenes
en el COCE adquiere subjetividad cuando se clasifica la gravedad de
enfermedad como displasia moderada o severa o carcinoma in situ por parte de

un patélogo que puede entrar en conflicto con otros patélogos ?Y, hay patélogos
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gue consideran margen positivo a la presencia de carcinoma in situ pero no
frente a la presencia de displasia ??. La falta de uniformidad en la evaluacién
histoldgica de los margenes quirdrgicos en el COCE puede llevar a la presencia
de enfermedad residual y esto influye en la sobrevida y la recaida en estos
pacientes.

En el andlisis de los aspectos patoldgicos relacionados con la recurrencia
loco-regional adquieren importancia la “cancerizacion de campo” (CaC) y la
identificacion de una subpoblacion de células con capacidad de autorrenovacion
y propagacion del tumor llamadas las células madre tumorales (CMT) (2324,

Esta revisibn tiene como objetivo describir la relevancia de la
cancerizacién de campo y la presencia de las células madre tumorales, en la

recurrencia del carcinoma oral de células escamosas de la mucosa bucal.

2. Revisién de la Bibliografia y Metodologia

Bases MEDLINE, Scopus, LILACS, desde enero de 2000 hasta abril de
2020. Las referencias bibliograficas de todos los estudios identificados y los
articulos de revision relevantes se revisaron en busca de estudios adicionales no
localizados en la busqueda manual. Como criterio de inclusion se seleccionaron
estudios que tuviesen relacion con el tema de esta revision, en base a las
palabras claves. Los términos [MeSH] de busqueda fueron: “Cancer Stem
Cell”’, “Field Cancerization,”, “Squamous Cell Carcinoma of Head and Neck”.Se
incluyeron articulos de los aflos 1953 y 1996 por ser de referencia en la tematica

motivo de la revision. Los tipos de estudio fueron, articulos de investigacion,

revisiones sistematicas y meta —analisis, se excluyeron reportes de casos. No
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hubo restricciones de idioma. Se examinaron los titulos y resumenes
(disponibles) de todos los articulos identificados por medio de busquedas
electronicas. Se obtuvo el articulo completo de los estudios que parecian reunir
los criterios de inclusién, o de los cuales no habia datos suficientes en el titulo y
el resumen para seleccionarlo. Todos los estudios que cumplieron con los

criterios de inclusion fueron evaluados a fin de establecer su validez.

De una busqueda inicial de 272 articulos, se seleccionaron 120 en
base al titulo y resumen, se descartaron estudios que no cumplian con los
criterios de inclusién y el relacionamiento del comportamiento biologico del
COCE en relacién a la CaC y CMT, luego de revisar los textos completos se
seleccionaron 64 articulos que estuvieron relacionados a los intereses de

la revision y que se correspondian con los criterios de inclusion.

3. Desarrollo
3.1.Cancerizacion de campo

El concepto de CaC fue introducido por Slaughter quien encontré tejido
histol6égicamente alterado alrededor del COCE, esto explicaria el desarrollo de
multiples tumores primarios y tumores locales recurrentes 7).

Slaughter en 1953, propone el concepto de CaC basandose en las
siguientes observaciones: (i) mucosa adyacente al tumor que es "anormal" a
nivel molecular (ii) areas multifocales de cambios precancerosos desarrollados
por una exposicion prolongada y extendida a agentes carcindgenos (iii) el cancer
oral en ocasiones se desarrolla por la coalescencia de multiples lesiones

independientes y (iv) la formacion de segundos tumores primarios y recurrencias
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debido a la presencia de tejido neoplasico residual después de la cirugia 17:25.26),
Califano J. col. consideran el término de CaC desde un punto de vista
"molecular"”, el cual seria considerado como el resultado de eventos moleculares,
ya sea independientes que afectan a varias células por separado, 0 como un
evento molecular en un Unico progenitor clonal que da lugar al fenémeno. Estos
dos mecanismos podrian no ser excluyentes y ser simultdneos y/o
complementarios (19,

Ha sido propuesta una explicacion o teoria alternativa para la aparicion de
multiples lesiones pre-neoplasicas y se basa en una migracién generalizada de
células transformadas a través de todo el tracto aerodigestivo. Las formas de
migracion serian: (a) migracion de células tumorales como micrometéstasis, por
ejemplo a través de la saliva o (b) migracién intraepitelial de la progenie de las
células inicialmente transformadas (527,

El concepto de CaC sigue vigente en los términos que fue definido en
1953 por Slaughter, esto adquiere relevancia principalmente en la evaluacion de
los margenes quirdrgicos cuando se planea el tratamiento quirargico del COCE,
la importancia en cuanto a la extensién del mismo, con el objetivo de evitar la
recaida de la enfermedad (17:29),

La evaluacion de la mucosa adyacente al tumor adquiere valor por la
importancia que tiene la CaC en la posibilidad de recaida y para explicar el
fracaso local de la enfermedad, esta mucosa presenta alteraciones moleculares,
ademas de estar expuesta a los mismos carcindgenos que el tejido tumoral. Las
principales alteraciones moleculares son las mutaciones en oncogenes / genes

supresores tumorales, pérdida de heterocigosidad (LOH) e inestabilidad
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gendémica 429-31) |as células que adquieren estas alteraciones ganan la
capacidad de poder extender los campos neoplasicos y desarrollar a futuro la
formacién de segundos tumores, se describe que estas células reemplazarian a
las células normales de la mucosa adyacente, aumentando la susceptibilidad del
epitelio a mas golpes genéticos y epigenéticos (24:32.33)

Los estudios de biologia molecular aportaron a la comprensiéon de las
bases genéticas de la carcinogénesis desarrollada en varios pasos. Se ha
estimado que son necesarios alrededor de cinco mutaciones genéticas para
transformar una célula epitelial normal en una maligna (%34,

El proceso de carcinogénesis comprende una serie de alteraciones
graduales (cambios en las capas mucosas) que presumiblemente ocurren en
toda la superficie epitelial de la cavidad oral y son seguidas por la invasion de las
células tumorales %, El proceso que lleva a las células del epitelio normal del
tracto aerodigestivo superior a transformarse en células malignas, son las
mutaciones en genes especificos y la alteracion de su expresion. Estos genes
controlan la reparacién del ADN, la proliferacion, la inmortalizacion, la apoptosis,
la invasion y la angiogénesis. Tanto la activacibn de oncogenes como la
inactivacion de proteinas supresoras de tumores que participan en estas vias
(1,36) )

El epitelio oral esta en un proceso constante de recambio. Los epitelios
delgados no queratinizados, como el epitelio del piso de la boca y la cara ventral
de lengua, se renuevan mas rapidamente que los epitelios queratinizados de
mayor espesor, como los del paladar duro y la encia. Esto se debe a que la tasa

de proliferacion de los queratinocitos basales es mayor en los epitelios no
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gueratinizados que en los epitelio queratinizados. El riesgo de mutaciones
citogenéticas y la posterior transformacion maligna es mayor en los
queratinocitos basales con una mayor tasa de division celular, que en aquellos
con una menor tasa de divisién celular, por lo tanto, presentan un mayor riesgo
de mutaciones citogenéticas el epitelio no queratinizado ©7:38), La pérdida de
material cromosdémico en 3p, 9q y 17p se observa con mayor frecuencia en
lesiones displasicas, y se consideran marcadores tempranos de la
carcinogénesis. La pérdida de 13q y 8p observados en los carcinomas fueron

consideran cambios tardios (15:31.39),

La cavidad oral esta expuesta a sustancias cancerigenas presentes en el
tabaco como benzopireno y nitrosaminas, alcohol o infeccion con virus
oncogénicos como el virus del papiloma humano (VPH). En consecuencia a la
accion de estos factores de riesgo el COCE al igual que otros tipos de cancer,
pueden desarrollarse debido a cambios genéticos causados por estos
carcindgenos. Es generalmente aceptado que las combinaciones de estos
cambios genéticos inicialmente resultan en el desarrollo de lesiones oral
potencialmente maligna (displasicas) que puede progresar a carcinoma invasivo
en condiciones sostenidas de alteraciones genéticas. Basado en las alteraciones
genéticas que actian en la mucosa bucal es que Califano desarrolla el modelo

de progresion genética para el COCE (Esquema 1) 15:37:47),

El concepto de CaC establece que cuando un carcind6geno provocé una
alteracion en los tejidos de la mucosa bucal con caracteristicas de malignidad

clinica, explica la posibilidad de riesgo a que ocurra en otra parte de la cavidad
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oral la misma alteracion celular, debido al efecto de campo, esto lleva a la
posibilidad de recurrencia de lesiones premalignas y malignas y la presencia de
multiples lesiones primarias inclusive luego de una intervencién quirdrgica
(17,40,41) |

Es importante tener en cuenta especialmente las zonas de alto riesgo,
como la lengua y el piso de la boca, donde la presencia de lesiones subclinicas
aumenta la posibilidad de un cambio maligno, lo que exige un seguimiento a
largo plazo de los paciente con antecedentes de displasia o malignidad debido

al riesgo de desarrollo de un segundo tumor primario “9).

MUCOSA NORMAL DISPLASIA EPITELIAL CARCINOMA
9 (p14 & pl6), 3p Promotor de  Metilacion TP53 mutacién 13q,
delecion Amplificacion Ciclina D1 18p delecion

LOH 4q, 8p, 11q, 13q/RB),
14q, 17p(TP53)

CAMBIOS

>

Inestabilidad Genética

Esquema 1- Modelo de progresion genética de carcinogénesis oral de multiples pasos

propuesto por Califano y col. 19,
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3.2.Células Madre Tumorales en el COCE

El COCE esta formado por una poblacion celular con gran heterogeneidad
funcional que puede explicar el hecho de que no todas las células cancerosas
tienen una misma capacidad para impulsar el crecimiento tumoral. Un tumor
puede ser visto como un érgano aberrante que es sostenido, como pasa en los
tejidos normales, por una célula madre que impulsa la tumorigénesis, lo que se
evidencia por una poblacion de progenie diferenciada que constituye la mayor
parte del tumor pero que carece de un potencial tumorigénico 2. Esta hipétesis
se basa en estudios en leucemias, neoplasias hematoldgicas y cancer de mama
donde fueron aisladas células de acuerdo a la expresién de biomarcadores de
superficie celular, donde se diferenciaron las poblaciones de células
tumorigénicas y no tumorigénicas, que demostraron que en muchos casos de
cancer de mama, solo una pequefia subpoblacién de células tenia la capacidad
de formar nuevos tumores. Este hallazgo provee informacion sobre los posibles
mecanismos moleculares que median la autorrenovacion de estas células y
demuestra el valor de identificar y caracterizar a las CMT a nivel molecular y
poder desarrollar nuevas estrategias de tratamiento dirigidas contra esa
poblacion “3)

En el modelo convencional de evolucién clonal de la carcinogénesis, una
acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos actian en las células
epiteliales de la mucosa bucal, produciendo un clon con ventajas proliferativas y
de invasividad. La teoria de que el cancer puede ser originado y sostenido por
una pequefia subpoblacidén de células madre con capacidad de autorenovacion,

denominadas CMT , éstas serian las encargadas de iniciar y mantener el

64



desarrollo del tumor “3-46). La CMT dentro del tumor tienen una division lenta y
resistente, y estan involucradas en el mantenimiento del tumor, la invasion, la
metéstasis, la resistencia a los medicamentos y la recurrencia del COCE, son
altamente tumorigénicas y se consideran una de las principales causas de
recurrencia del cancer después de la terapia convencional debido a su mayor
resistencia contra las modalidades de radioterapia y quimioterapia “"49). Las
CMT impulsan la carcinogénesis y el crecimiento tumoral, por lo cual tener
marcadores especificos para su identificacion es de gran importancia para el
manejo terapéutico del COCE “7).

Las CMT son subpoblaciones tumorales malignas que se organizan de
forma jerarquica las cuales representan a la subpoblacion tumorigénica con
propiedades de autorrenovacién para preservar su identidad y con capacidades
de diferenciacién para dar lugar a un volumen mas diferenciado de células con
bajo potencial de propagacion “9). Altasi y col. describen un patrén de CMT con
heterogeneidad morfolégica y fenotipica intratumoral que reflejan la diversidad
funcional entre las células tumorales malignas, donde un subconjunto de ellas
son capaz de compensar el crecimiento tumoral mediante diferenciacion vy, al
mismo tiempo, mantienen la poblacion mediante la autorrenovacion 0 .

Las CMT son una pequefa subpoblacién de células tumorales similares a
las células madres del tejido normal y comparten las caracteristicas de
autorrenovacion. Dado que las CMT tienen propiedades autorrenovadoras y
tumorigénicas, y en general estan inactivas y requieren de menos nutrientes,
esto las hace mas resistentes a la quimio-radiacion y a sobrevivir en un ambiente
hostil 61
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Dadas las propiedades de autorrenovacion, las CMT participan no solo en
el crecimiento tumoral y en la formacion de metastasis, sino también en la
recaida de la enfermedad, lo que hace que la expresion de genes y proteinas
relacionada con CMT ayude a un objetivo terapéutico. Dado que éstas poseen
las propiedades tumorigénicas la eliminacion completa de toda la poblacién de
CMT junto con las no CMT, llevaria a un control definitivo del tumor y la cura del
paciente ()

La incorporacion de las CMT en el analisis de la informacion molecular no
solo proporcionaria una determinacion méas sensible y especifica de los restos
de células tumorales, sino que también permitiria la deteccion del campo
"defectuoso" o alterado que no se pueden definir histolégicamente, y por lo tanto
permitiria una mejor comprension de la progresion de la enfermedad y la
recurrencia del tumor 9,

Sin embargo, las CMT parecen tener mecanismos especialmente
efectivos para contrarrestar y evadir los intentos terapéuticos. Dada la plasticidad
celular de las CMT, que conducen a los cambios en su fenotipo que dependen
de los distintos factores micro ambientales incluida la terapia, ain se necesitan
estudios mas profundos, sobre los mecanismos que contribuyen a la plasticidad
de las CMT, con el objetivo de eliminarlas eficazmente. Actualmente los estudios
que analizan las CMT en el COCE se basan en estudios in vitro o analisis
inmunohistoquimicos de muestras de tejido de pacientes pre-tratamiento, falta
aun la validacion clinica en estudios prospectivos “952)

Las CMT se distribuyen de forma perivascular, se encuentran en un nicho

con un microambiente propicio para poder sobrevivir y proteger la capacidad de
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autorrenovacion ¢359, Esta proximidad da a las CMT la posibilidad de invadir los
vasos sanguineos e iniciar la diseminacién a distancia 955

En el COCE existen grandes areas hipoxicas y de necrosis tumoral donde
el crecimiento excede la angiogénesis. La respuesta hipoxica y la inflamacién
son fuerzas estimuladoras de la angiogénesis. Ademas, las CMT en el COCE se
concentran a lo largo del frente de invasion tumoral y del nicho perivascular, en
un area dentro de las 100 ym de la microvasculatura ©657),

Existe evidencia que describe poblaciones de CMT heterogéneas en los
COCE, que incluye varias subpoblaciones de CMT con distintos estados
fenotipicos y funcionales: CMT con caracteristicas mesenquimales vy
capacidades migratorias versus CMT proliferativas que conservan
caracteristicas epiteliales ©8. Aln no esta claro como las CMT llevan a cabo el
proceso de diseminacion y metastasis en los carcinomas.

Un mejor conocimiento de la pluripotencialidad, el control de la
diferenciacion celular y de la programacion epigenética es fundamental para las
principales aplicaciones terapéuticas a futuro. Ademas el intento en clarificar y
seguir investigando en caracterizar las subpoblaciones de CMT en el cancer oral,
ayudard a una mejor comprensiéon de la recurrencia del cancer oral, las
metastasis, la resistencia al tratamiento y facilitaria la aplicacion de terapias mas
efectivas para el cancer. Poder conocer el perfil molecular y estado proliferativo
de las CMT, en un tumor dado puede ser de valor prondstico para la mejor
sobrevida, la respuesta al tratamiento, el riesgo de recurrencia y metastasis.
Actualmente existen estudios dirigidos a desarrollar una vacuna terapéutica

autéloga basada en CMT para uso clinico en un entorno adyuvante (859
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3. Discusion

Se estima que la transformacién maligna de una célula normal requiere
de 3 a 6 eventos oncogénicos 9. El modelo genético de progresién a COCE,
que correlaciona las alteraciones genéticas con la progresion fenotipica a la
malignidad (*>16) provee una acumulacion de mutaciones suficientes para
desarrollar COCE ésto seria posible en células con una larga vida. Las CMT con
larga supervivencia, pueden acumular suficientes alteraciones oncogénicas para
que se active la carcinogénesis ©Y, fue reportado que en los COCE hay menos
de una CMT por cada 2500 células tumorales.

Kim y col. demostraron que el anticuerpo anti-IL-6R humanizado
(Tocilizumab) redujo la motilidad y la supervivencia de las CMT. Este estudio
muestra que las células endoteliales secretan interleucina IL-6 por lo que existe
un posible mecanismo a partir de éstas células para la regulaciéon de las CMT y
la diseminacion metastasica (2. Las células endoteliales que recubren los vasos
sanguineos asociados al tumor expresan mas IL-6 que las propias células
tumorales, aun falta saber el papel de la IL-6 secretada por células endoteliales
en el comportamiento migratorio de las CMT ©3),

El aislamiento de CMT a partir de marcadores de superficie celular en
muestras de tumor y seguidos de cultivo de esferoides (oro-esferas) sera de gran
utilidad para el establecimiento de lineas celulares que pueden proporcionar
sistemas modelo in vitro que repliquen las caracteristicas funcionales de las
células madre en el microambiente del tumor y su posible respuesta a las
terapias (064,
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CD44 es una proteina de la superficie celular que interactia con una
variedad de componentes de la matriz extracelular, citoquinas y factores de
crecimiento secretados por células presentes en el microambiente del tumor.
Esta proteina fue identificada como marcador de CMT en una variedad de
tumores 3, se usé por primera vez en el cancer de mama, Prince y col. en 2007
identificaron un grupo de células CD44 + consideradas como CMT en COCE que
podrian reproducir en serie in vivo el tumor original ©6).

Estudios previos han demostrado que ALDH1(aldehido deshidrogenasa)
es un marcador especifico para la identificaciéon de CMT, y desempefian un papel
crucial en el mantenimiento de las propiedades de autorrenovacion vy
tumorigenicidad de las CMT derivadas del COCE (67:69),

Habiba y col en 2017 presentan un estudio que investiga la expresion
combinada de ALDH1 y podoplanina para la evaluacion del riesgo de cancer oral
en pacientes con LO, encontraron una asociacién positiva de riesgo de
transformacién maligna, por lo cual aconsejan el seguimiento de esos paciente.
Sin embargo, se requieren mas estudios para definir completamente las
asociacion de estos biomarcadores en el inicio y progresion del cancer oral ©9),

El efecto de la CaC en la mucosa bucal de pacientes con COCE, ayuda
a explicar las razones de la recurrencia del tumor, a pesar de los margenes
quirargicos libres histolégicamente de neoplasia maligna , esto condiciona la
vision en el manejo por parte de los cirujanos de los margenes quirargicos en el
COCE @9 | La informacion molecular puede ayudar a mejorar el andlisis del
margen quirdrgico, siendo que la coloracién convencional de hematoxilina y

eosina no permite identificar esa alteracion expresada molecularmente .70,
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4. Conclusiones

El desarrollo de un tumor esta relacionado con el crecimiento local y con
la diseminacion de un grupo de células en los tejidos normales adyacentes y/o
distantes al tumor primario, concepto que explica el efecto de la CaC propuesto
por Slaughter. El otro factor a tener en cuenta es la presencia de CMT que
escapan a los mecanismos de control normal y obtienen una ventaja de
crecimiento. A medida que el tejido alterado comienza a expandirse, el tumor se
desarrolla y comienza a extenderse y las poblaciones celulares adquieren
progresivamente mas alteraciones genéticas, lo que es un riesgo grave que lleva
al desarrollo de un clon maligno (/%.72),

Las CMT son las principales células en regular la tumorigénesis, la
proliferacion, la agresividad, la quimio - radiorresistencia, la recurrencia y la
metastasis del COCE. La heterogeneidad celular de los tumores, la alteracion y
expresion diferencial de varios marcadores de células madre y factores de
transcripcion, juegan un papel importante en la proliferacion clonal ©).

El conocimiento de genes que intervienen en este complejo proceso
pueden ayudar, y para ello es necesario que sean validados como marcadores
diagndsticos o prondsticos, con un objetivo terapéutico potencial, para un mejor
manejo a futuro de los pacientes con COCE 473, Baniebrahimi y col. en una
revision sobre las CMT y los enfoques terapéuticos y moleculares afirman la
importancia de focalizarse en las CMT como una de las opciones de tratamiento
alentadoras y con el objetivo de mejorar la eficacia y la especificidad para

erradicar los tumores y disminuir la toxicidad sistémica (74,
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Otra linea de investigacidbn estd dirigida al desarrollo de vacunas
terapéutica basada en CMT para uso clinico, con valor adyuvante al tratamiento
del cancer oral 9.

Hay esperanzas que el futuro cercano traiga nuevos enfoques
diagnosticos y terapéuticos que resultardn en una mejora significativa en el
manejo de COCE y esto lleve a cambios sustantivos en las tasas de sobrevida y

a la mejor calidad de vida de los pacientes.
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Abstract

Objectives- The aim of this study was to identify CD44 and ALDHL1 positive cell
populations in oral squamous cell carcinoma and epithelial dysplasia and their
relationship with clinic pathological parameters. Materials and Methods, The
study design is retrospective cross-sectional and longitudinal for the analysis of
survival. All cases of oral carcinomas, oral epithelial dysplasia, lesions without
epithelial dysplasia, and a control group that met the inclusion / exclusion criteria
proposed in the study were included in the study. The data were collected from
the files of the Pathological Anatomy Laboratory of the Faculty of Dentistry of the
University of the Republic, Montevideo, Uruguay, between January 2010 and
December 2019. The immunoexpression of the putative CSC markers ALDH1A
and CD44 was analysed by immunohistochemistry. All analyses were performed
using the Statistical Package the free-use R. Results- The sample consisted of
64 cases , 34 oral carcinomas, 15 oral epithelial dysplasia and 10 no epithelial
dysplasias and 5 as a control group. CD44 immunoexpression was positive in
100% of the cases, which did not allow us to discriminate a prognostic expression
pattern. ALDH1A immunoexprenssion was positive in 67,6% of oral carcinomas
and in 53,3% of epihelial dysplasias. A significant association was observed
between patients who died during the follow-up period and positivity to ALDHALA
(p<0,01), associating positivity with a worse prognosis in these patients.
Conclusions- These results demonstrate that ALDH1A is predominantly
expressed in the tumor tissue of oral carcinomas. Regarding patient survival, our

results revealed a significant association associated with ALDH1A positivity.
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Introduction

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the sixth entity of
the upper aerodigestive tract most common type of malignancy (1,2). The oral
cavity oral squamous cell carcinoma (OSCC), the most common histological type
of oral cavity cancer, it is a multifactorial disease where genetic alterations,
environmental factors, are present in its development (3,4). Genomic studies
have revealed a complex landscape in HNSCC, encompassing frequent
chromosomal changes, DNA copy number alterations, somatic mutations and

promoter methylation (5-8).

Despite advances in the diagnosis and treatment, patients at advanced
stage frequently develop lymph node metastases and local-regional recurrence
determining the patient’'s poor prognosis and survival, tobacco use, alcohol
consumption, and human papillomavirus (HPV) infection are well-established risk
factors (9—11). The ability of tumors to invade into surrounding tissues is a
“hallmark of cancer” and is arguably the property that most greatly affects
morbidity and mortality (9,12). Despite advances in research, the 5-year survival

of OCSCC has remained at 50%, unchanged for the past 40 years (13).

Men are usually more affected than women even if in the last years the
incidence ratio is varying because of the increase of smoking habit in women
(14). Concerning age, patients are usually older than 40 years old in 98 % of
cases and the median age at diagnosis is 60 in western world, the average age

varies according to geographical and habit differences (15).

The precise evaluation of the state of the lymph nodes is of great
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importance for the prognosis and the therapeutic decision (16). In the early local
disease T1-T2, the risk of occult metastasis in the neck is lower, around 20% -
40% (17-19).Some authors recommend the evaluation of the depth of invasion
(DI) of the primary tumor. The impact of DI on the HNSCC prognosis has been
addressed in the most recent edition of the TNM classification system, by the
American Joint Committee on Cancer (AJCC) where it establishes that a tumor
with a DI of more than 10 mm is classified again as T3, where 4-5 mm Dl is used

as threshold for elective neck surgery (20-22).

OSCC is a heterogeneous tumor with aggressive biological behavior that
explains the high mortality rates (11,13,23). The tumor microenvironment is
composed of a variety of cells, including tumor cells, cancer stem cells (CSC),
inflammatory cells and fibroblasts associated with cancer and blood vessels. The
interest of research in recent years is related to studies on the knowledge of
immunology, which have led to a new understanding of cellular and molecular
interactions between the immune system and tumor cells (24). It is possible that
CSC participate in the processes that lead to resistance to therapy and the
production of distant metastases (25—-27). The CSC are defined as cells within a
tumor with the ability to recreate the original tumor population, drive tumor
proliferation, and self-renew (28), these cells play a central role in initiation,
progression, invasion, metastasis, recurrence of tumors and resistance to
therapies (29-31). Immunologic approaches directed against whole tumors are
largely biased toward more differentiated tumor cells which form the bulk of the
tumor and which express “differentiation” antigens. This suggests that effective

immune targeting of CSC may require the specific targeting of this cell population.
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In addition, within a tumor, CSCs may themselves exhibit heterogeneity resulting
from both genetic and epigenetic regulation associated with tumor progression

and metastasis (24).

The CSC are responsible for the origination and biological behavior of
tumors, may be identified within the tumor by specific protein biomarkers (13,32—
34). A systematic review concludes that the most commonly used biomarkers in

the identification of CSC are CD44, ALDH and BMI1 (33).

ALDH is responsible for the oxidation of aldehydes to carboxylic acids to
prevent cells from oxidative insult and facilitate their survival. Increased ALDH
activity has been found in CSCs of various tumor types, such as bladder, breast,
colon, gastric and head and neck (24,35-37). In their study, Kim, Choung, Lee,
Khwarg, and Kim associated the expression of ALDH1 with metastasis;
specifically, patients who expressed ALDH1 developed metastasis more
frequently than those who were negative for this marker (38). Michifuri et al.
showed for the first time that ALDH1 was associated with lymph node metastasis
in OSCC cases (39).CD44 has been the most common marker used to identify
HNSCC CSC, is a cell surface adhesion receptor, a non-kinase transmembrane
glycoprotein that is highly expressed in many cancers and regulates metastasis.
Its interaction with appropriate extracellular matrix ligands promotes the migration
and invasion processes involved in metastases (40,41). CD44 is involved in
multiple signaling functions, e.g. cell proliferation, apoptosis, survival, migration
and differentiation (40). Moreover, a recent study reveals that the CD44 protein

plays an important role in a number of CSC functions including self-renewal,
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niche preparation, epithelial-mesenchymal transition and resistance to apoptosis

(42,43).

The aim of this study was to identify CD44 and ALDH1 positive cell
populations in oral squamous cell carcinoma and epithelial dysplasia and their

relationship with clinic pathological parameters.

Materials and methods

Patients and tissue samples

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Faculty
of Dentistry of the University of the Republic Montevideo Uruguay expedient
n°390/16. The study design is retrospective cross-sectional and longitudinal for
the analysis of survival. All cases of OSCC that were diagnosed in the
Pathological Anatomy Laboratory of the Faculty of Dentistry of the University of
the Republic, Montevideo, Uruguay, between January 2011 and December 2019,
were included in the study. All patients presented with primary OSCC and had
not undergone chemotherapy or radiotherapy before surgery and 2—8 year follow-
up data were also recorded. Outcome was classified as death due to tumor and
disease-specific survival. All clinical records were reviewed and data, including
gender, age, tumor location, and diagnosis, were collected according to project

criteria and inclusion / exclusion.

The inclusion criteria were as follows: cases with microscopic diagnosis of
OSCC in which non-tumor epithelial tissue was present adjacent to invasive
carcinoma, cases with diagnosis of epithelial dysplasia and cases with diagnosis

of benign mucosal lesions without signs of epithelial dysplasia or malignancy,
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which would be control cases. The exclusion criteria were as follows: patients
presenting with recurrent tumor, patients previously treated with chemotherapy
and/or radiation and paraffin blocks with insufficient material and / or in poor
condition that impede immunohistochemical processing. All studied tissue
samples were from previously untreated primary tumors obtained before

treatment.

The microscopic analysis and grading of OSCC were performed in
accordance with the classification proposed by the World Health Organization
(WHO) (2017) (44), based on the degree of cell differentiation. The tumors were
classified as follows: well-differentiated, moderately differentiated and poorly
differentiated. The microscopic diagnosis of oral epithelial dysplasia (OED)
according to WHO criteria (45—-47), control group with microscopic diagnosis of
benign lesion of the oral mucosa of the type of epithelial hyperplasia, without
signs of dysplasia or malignancy. All patients signed an informed consent, except
for those patients who in the retrospective review could not be contacted due to

changes in address and telephone number.

The sample was made up of 64 cases that included 34 OSCC (Fig.
1,B,C,D), the cases of coce corresponded to exceresis biopsies and the cases
of incisional biopsies had to have non-tumor epithelium adjacent to the tumor
tissue for inclusion. 25 mucosal lesions of which 15 had oral epithelial dysplasia
and 10 without epithelial dysplasia and 5 cases of hyperplasia as a control
group. The histological grade of non-tumour epithelium adjacent to the invasive

carcinoma, was classified as normal mucosa (hyperplasia and hyperkeratosis)
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without signs of dysplasia and malignancy, and oral epithelial dysplasia, which
includes mild, moderate or severe (Fig. 1A). Patient survival was defined as the

time between initial surgery and death from cancer.

Figure 1- A-Sector of interface between tumor tissue and adjacent non-tumor
epithelium HE magnification 34x, B- Well differentiated squamous cell carcinoma HE
magnification 18x , C Moderately differentiated squamous cell carcinoma HE
magnification 11x. D- Poorly differentiated squamous cell carcinoma HE magnification
15x. The images are obtained from the digital slide scanner Motic VM 3.0 Motic Digital
Slide Assistant.

Immunohistochemistry

The immunoexpression of the putative CSC markers ALDH1A and CD44
was analysed by immunohistochemistry in primary OSCC and lesions with oral
epithelial dysplasia and without oral epithelial dysplasia in the control group. The

immunohistochemical analysis was performed on the entire histological slide
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which allowed evaluating all the tumor tissue. This was done by scanning the

sheets with the Motic Digital Slide Assistant VM 3.0 (Fig. 2).

The intraexaminer agreement was calculated by Cohen’s Kappa with a
value of 0,68, The analysis was carried out on 20 samples at two moments: T1
(initial evaluation) and T2 (30 days later).The interval of 30 days among T1 and
T2 was considered to be adequate for decreasing bias from the previous analysis

of the specimens in T1.

Figure 2 - Motic Digital Slide scanner image allows evaluating immunomarking
in a single field by varying the magnification. Positive CD44 immunoexpression in OSCC
tissue and adjacent non-tumor tissue, marking at the membrane level, magnification 14x.

Immunohistochemistry CD44

Samples were fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin
after resection. Sections (5 pm-thick) were cut and transferred on charged slides,
deparaffinized in xylene and dehydrated with ethanol in increasing

concentrations. Endogenous peroxidase activity was blocked by 3% hydrogen
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peroxide, and antigen retrieval with Dako Target Retrieval Solution ph9 was
carried out in a steamer. Immunostaining was performed using streptavidin/HPR
enzyme complex (Streptavidin/HPR code PO0397, dilution 1/1000; Dako,
Denmark).The sections were incubated with monoclonal mouse anti-human
CD44 (clone DF1485, dilution 1:50; Dako, Denmark) antibody, 1 hour at room
temperature, and then subsequently placed in secondary anti-mouse antibody
(Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/Biotinylated code E0433, dilution
1:600; Dako, Denmark) followed by streptavidin/HPR reagent, for 30 minutes in
both cases. The sections were finally incubated in DAB subtrate chromogen

system (Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System) for 10 min.

Immunohistochemistry ALDH1A:

Samples were fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin
after resection. The initial steps of the immunohistochemical procedure were the
same as those described for CD44. Immunostaining was performed using
streptavidin/HPR enzyme complex (Streptavidin/HPR code P0397, dilution
1/1000; Dako, Denmark). The sections were incubated with monoclonal rabbit
anti-human ALDH1A1 (clone EP1933Y, dilution 1:50; Abcam) antibody, 1 hour at
room temperature, and then subsequently placed in secondary anti-rabbit
antibody (Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/Biotinylated code E0432,
dilution 1:800; Dako, Denmark) followed by streptavidin/HPR reagent, for 30
minutes in both cases. The sections were finally incubated in DAB subtrate
chromogen system (Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System; Dako,

Denmark) for 10 min.
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Immunohistochemical Analysis

The positive external control for immunostaining standardization was
either amygdala (ALDH1A) or lymphocytes from lymph nodes (CD44).
Furthermore, negative control was obtained by incubation with IgG serum in
substitution of the primary antibodies. CD44 and ALDH1A results were classified
into two groups, namely positive (more than 5% of cells stained; Fig.3 A, B) and
negative (less than 5% of cells stained; Fig. 3 C) (48,49). CD44 brown staining
was considered positive and detected in the membrane. ALDH1A staining was
detected in the cytoplasm. Histological and immunohistochemical evaluation
analyzes were performed by the same calibrated examiner (A.V.B.), who did not

know the clinical stage, treatment or course of the disease.
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Figure 3- CD44 and ALDH1 immunoexpression of positive and negative
biomarkers. A CD44 OSCC positive, B ALDH1A OSCC positive, C ALDH1A OSCC
negative.

Data analysis

All analyses were performed using the Statistical Package the free-use R
using the survival library. The descriptive analysis used frequency measures for
the qualitative variables and summary measures for quantitative ones. The
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association between variables was carried out using contingency and summary
measures comparison. In the contingency tables, the association between the
variables was investigated by calculating the Yule Y statistic (when the
dimensions of the table allowed it) and the independence hypothesis was
evaluated using the Fisher statistic. The comparison of means was carried out
using the Kruskal-Wallis test. A significance level of 5% was considered in all
tests. The survival analysis corresponding to patients with OSCC was carried out
by constructing survival curves using the Kaplan-Meier estimator. Carrying out

the comparison of these curves using the logarithmic range test.

Results

A total of 64 patients were included in the study. The baseline
characteristics of the patients are shown in Table 1. Briefly, the cohort consisted
of 34 patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC), 15 patients with
lesions oral epithelial dysplasia (OED) and 10 lesions without oral epithelial
dysplasia (WED) and a control group (CG) of 5 patients with benign lesions,
benign lesions without signs of malignancy and / or epithelial dysplasia. The
cohort included a majority of female, the female:male ratio was 1.78: 1, with 64%
female, in their 6th decade of life, lesions are located more frequently on the
tongue. The mean age of the total patients (n 64) was 60,9 SD £16,1 (range: 15-
99 years). Most of the lesions were located on the tongue (25%) followed by the
palate (15.6%) and the floor of the mouth (11%), the same frequency distribution
was followed by the cases of OSCC. Microscopic analysis revealed that 38,2%

of the tumors was well differentiated, 47,1% moderate, and 14,4% poorly
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differentiated. The average size of the tumors was 4 cm and a range of 1-8 cm.
Most of the adjacent epithelium samples were classified as oral epithelial
dysplasia (69,6%), followed by absence of epithelial dysplasia (30,4%). During
the follow-up period of 2 to 8 years, 41,1% of the patients were disease-free at

the end of the study (June 2019), while 52.9% died (Table 1).

Immunohistochemical staining for CD44 and ALDH1A biomarkers was
performed on paraffin-embedded tissue samples. Staining for CD44 was always

located at the cell membrane level and in the cytoplasm for ALDH1A (49).

Regarding CD44 immunostaining, tumor cells exhibiting membranous
marking were widely observed in all cases in also cytoplasmic sectors. CD44
immunoexpression in the OSCC was positive in all cases, both in tumor tissue
and in adjacent non-tumor tissue. CD44 immunoexpression in dysplasia, non-
dysplasia and control groups was the same as in OSCC cases with 100% of
positive cases. CD44 immunoexpression was located in the basal and suprabasal
layers, except in the keratin layers, the external positive control was performed in

lymphocytes from lymph node.
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TABLE 1 Baseline characteristics for the study cohort

OSCC ED WED CG p
All patients, n (%) 34(53,1) 15(23,5) 10(15,6) 5(7,8)
Age (y)
Mean (SD) 68,4 (12,9) 56,1(12,3) 49,9(16,9) 46(19,8) <0,01
Range 47-99 37-76 15-70 16-66
Gender
Female 20 (58,9) 10 (66,7) 6 (60) 5 (100) 0,391
Male 14(41,1) 5(33,3) 4 (40) 0 (0)
Lesion site
Tongue 12 (35,3) 2 (13,3) 2 (20) 0(0)
Palate 5(14,7) 2 (13,3) 2 (20) 1(20)
Lip 0 (0) 2 (13,3) 2 (20) 1 (20)
Mouth Floor 4 (6,25) 3 (20)
Gingiva 2(3,1) 0 (0)
Cheek 1(1,5) 1(6,7) 1(10) 3 (60)
Retromolar 1(1,5)
Superior Alveolar
Ridge 3(4,7) 1(6,7) 1(10)
Lower Alveolar
Ridge 6 (9,3) 4 (26,6) 2 (20)

Abbreviations: OSCC: oral squamous cell carcinoma; OED: oral epithelial
dysplasia; WED: without epithelial dysplasia; CG: control group. Fisher’s exact test, P <
0.05. Bold values are statistically significance of P value.

Positivity for ALDH1 was observed in focal areas, revealed scattered
patches of positive cells, it was located in the suprabasal layers and there was
no evidence of positivity in the basal layer. The marking was cytoplasmic, the
external positive control was performed in amygdala and internal control were
endothelial cells and striated muscle tissue. The positive immunoexpression for
ALDH1A in the OSCC was 67,6% (n 23). In cases of oral epithelial dysplasia the

positivity ALDH1A was 53.3% (n 8), and the cases without dysplasia was 20% (n
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2), while in control cases immunoexpression was 0% (Fig.4). The positive
immunoexpression for ALDH1A in the OSCC was 6/13 (46%) in the well
differentiated, 13/16 (81.3%) in the moderately differentiated and 4/5 (80%) in the
poorly differentiated. It was observed that 24/34 (70%) of the OSCC were
associated with an intense inflammatory response and these cases

corresponded to 17/24 (71%) of

CD44+ ALDH1A+
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Figure 4- CD44 positive immunoexpression A- OSCC tissue magnification
13x, B- lesions oral epithelial dysplasia magnification 15x, C- lesions without oral
epithelial dysplasia magnification 14x, D- control group magnification 21x. ALDH1A
positive immunoexpression, E- OSCC tissue magnification 17x, F- lesions oral
epithelial dysplasia magnification 22x, G- lesions without oral epithelial dysplasia
magnification 25x, H- control group negative immunoexpression magnification 10x.

ALDH1A positive immunoexpression. When we analyzed the non-tumor
tissue adjacent to the invasive carcinoma 15/33 (45,5%) were positive for
ALDH1A. Most of the adjacent epithelium samples were classified as epithelial
hyperplasia 11/33 (33,3%), followed by oral epithelial dysplasia 22/33 (66,7%)

(Table 2).

If we analyze all the cases (64) grouping them into OSCC (n = 34) and all

the non-OSCC lesions (n = 30), the positive expression of ALDH1A was 33/64
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(51,5%). Among the ALDH1A + group 23/33 (70%) corresponded to OSCC and

10/33 (30%) to non-OSCC (p= 0,011).

When analyzing the positivity of ALDH1A considering the groups OSCC
and non-OSCC (OED, WED and GC), it seems to show an association between
positive immunoexpression of ALDH1A between cases OSCC and negativity to
ALDH1A in non-OSCC. When quantifying this association using the Yule Y
statistic, a value of 0.74 is observed, which corresponds to a moderate / strong
association. The result of the Fisher independence test in this table yielded a p-
value of 0.011, thus confirming the association described using the Yule statistic

(Fig. 6, Table 3).
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TABLE 2 Baseline Characteristics for the Positive ALDH1A Study

Cohort
ALDH1A

n (%) Positive Negative  p-valor
OSscCC 34 (100) 23 (67,6) 11(32,4)
OED 15(100) 8(53,3) 7 (46,7)
WED 10 (100) 2 (20) 8 (80)
CG 5(100) 0(0) 5 (100)
Total 64 (100) 33 (51,5) 31(48,5) 0,011
Histological type OSCC p<0,109
Well-differentiated 13 (38,2) 6 (46,1) 7 (53,9)
Moderately differentiated 16 (47,1) 13(81,2) 3(18,8)
Poorly differentiated 5(14,7) 4(80) 1 (20)
Adjacent non-tumor tissue 33 (100) 15 (45,5) 18 (54,5) p 0,99
OED 22 (66,7) 8(36,3) 14 (63,7)
WED 11(33,3) 7(63,6) 4(36,7)
Inflammatory response 34 23(67,6) 11(32,4) p 0,170
Mild 2 0 (0) 2 (100)
Moderate 8 6 (75) 2 (25)
Intense 24 17 (70,8) 7 (29,2)

Abbreviations: OSCC: oral squamous cell carcinoma; OED: oral epithelial
dysplasia; WED: without epithelial dysplasia; CG: control group. Fisher’s exact test, P <
0.05. Bold values are statistically significance of p value.
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Inmunoexpresiéon of ALDH1A in the OSCC and non-

OSCC groups
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Figure 6- Immunoexpression of ALDH1A in the OSCC and non-OSCC
p- 0,011.

TABLE 3 Inmunoexpresion of ALDH1A in the OSCC and non-OSCC

groups

ALDH1A  Positive Negative p-valor
osccC 23 (70) 11 (35,5) 0,011

Non-OSCC 10 (30) 20 (64,5)

Abbreviations: OSCC: oral squamous cell carcinoma; Non-OSCC: Non oral
squamous cell carcinoma Fisher’s exact test, P < 0.05. Bold values are statistically
significance of p value.

A slight association was found (the Yule Y coefficient is 0.11) and the
Fisher test with a p-value <0.01, so there would be evidence to affirm that there

is an association between ALDH1A positivity and patient survival with OSCC

(Table 4).
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TABLE 4- Positivity ALDH1A and survival of patients with OSCC

Follow-up ALDH1A positive n(%) ALDH1A negative n(%)
Disease free 9 (39) 5 (55,5)
Death 14 (61) 4 (44,5)

23 (100) 9 (100)

Fisher’s exact test, P < 0.05. Bold values are statistically significance of P
value <0,01.

Survival analysis

When carrying out the survival analysis on the patients with OSCC, there
were 18 patients whose survival time was observed and 14 who reached the end
of the follow-up period (who were assigned a censorship indicator). Survival
curves were constructed using the Kaplan-Meier procedure. To evaluate the
hypothesis of equality of curves between groups, the logarithmic range test was
used ("logrank test"). Figure 6 presents the overall survival of the group of 32

participants. The median survival time was 1.81 years.

0.0

time (years)
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Figure 6 - Overall survival of participants with OSCC

Next, the effect of parameters such as sex, age, ALDH1A positivity and
surgical margin was evaluated in patients with OSCC. It was not possible to find
enough statistical evidence to think that the curves were different in the groups
generated from these parameters. In any case, the estimated curves in the four
situations are presented Fig. 7. The effect of some parameters such as sex, age,
ALDH1A positivity and surgical margin were then evaluated. Table 5 presents the

results concerning this point.
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Figure 7-Estimated survival curves for the parameters sex, age, ALDH1A
+ and surgical margin.
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TABLE 5 Effect of the parameters on the survival of patients with

OSCC.
2

e p-valor
sexo 0,094 0,758
edad 0,627 0,428
ALDH 0,029 0,863
margen quirurgico 0,335 0,563

Discussion

CD44 immunoexpression was positive in all cases, in the tumor tissue and
adjacent non-tumor specimens it was 100% positive. Since CD44 was expressed
in all cases was not possible to perform the Fisher exact test. CD44 expression
did not serve to discriminate behaviors in the different lesions studied, so it was
not significant in this study. Destro Rodriguez et al. showed similar expression of
CD44 in tumor cells of mucoepidermoid carcinomas and cells of normal glandular
tissue, this study shows a deregulated expression of stem cell markers CD44.
The authors explain that this finding implies that cells capable of proliferating and
differentiating reside within the ducts and may represent a potent population of

salivary stem / progenitor cells (50).

Chen, Jiangiang et al. in a meta-analysis they suggested that CD44
expression is related to worse T category, N category, tumor grade and prognosis
in pharyngeal and laryngeal cancer, but a clear association between CD44

expression and oral cancer was not revealed (51).
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Data from literature shows CD44 as the most used surface marker to
identify CSCs from OSCC (52-55). However, most data indicate limited
usefulness in identifying these cells. Along these lines, the study by Margaritescu
et al. points to a strong counterargument to the use of CD44 as a surface marker
for oral CSCs, as it is expressed both in normal oral epithelium (56,57) and in
premalignant and malignant lesions (56-58). This finding is consistent with our

results.

Several studies demonstrated that cells with high expression of ALDH1A1,
the isoform of ALDH, possess features of CSC, including CSC in HNSCC (54).
ALDH1A1 contributes in conversion of acetaldehyde, a known carcinogen, which
increases the risk for HNSCC (59). In our study, a significant association was
observed between patients who died during the follow-up period and positivity to
ALDHA1A (p<0,01), associating positivity with a worse prognosis in these
patients. Marangon et al. showed that, in OSCC samples with high-intensity
tumor budding, ALDH1 expression was higher in the budding area than in the
area outside the budding, highlights it as an association of ALDH1A and the ability
of tumor cells in OSCC to display invasive and metastatic properties of CSC-like
cells (32). Studies have found that patients with HNSCC and OSCC with higher
ALDH1A1 expression had shorter overall survival than those with lower
ALDH1A1 expression level (60).There are studies that show a significant
association between ALDH1A positivity and the survival of patients with OSCC,
indicating as a biomarker of poor prognosis in HNSCC (32,49,60). In our study,
a higher positivity (80%) of ALDHAL1A was observed in poorly differentiated

OSCCs, although it did not show statistical significance, as reported by other
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studies, this may be mainly related to the low number of the sample (11,33,60).

Our study showed a similar positivity between tumor tissues (67,6%) and
adjacent non-tumor epithelium (69,6%), although it was not statistically
significant, this association was reported by Hildebrand et al. in their study that
ALDH1 immunostaining results were similar in tumor tissues and in non-tumor
epithelium, suggesting that this marker could be used as an indicator of disease

recurrence (33).

Chengyong Zhou et al. showed that ALDH1 expression was significantly
associated with worse survival according to the data currently obtained in their
meta-analysis study. The authors performed a meta-analysis to clarify the
association between ALDH1 expression and clinical outcomes (61). These
results are consistent with our study in which a statistically significant association
of positive expression at ALDH1A was observed with the patients who died during

their follow-up period.

Conclusions

ALDH1A staining correlated well with ALDH1A positivity in OSCC cases
and marker negativity in non-OSCC lesions. The significant association between
ALDH1A expression and patient survival, demonstrated its importance as a
prognostic biomarker in oral carcinoma. The failure to demonstrate a significant
association between the expression of ALDHA 1A in tumor tissue and adjacent
non-tumor epithelium, means that this model is little value to explain the
pathogenesis of the head and neck cancer. CD44 did not allow significant

associations to be established in this study. Further clinical studies with follow-up
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are needed in large cohorts of patients with oral cancer. Future controlled studies
will have to determine the clinical usefulness of ALDH1A as a prognostic

biomarker in OSCC.
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5 CONSIDERACIONES FINALES

Este trabajo presenta una revision, andlisis e investigacion sobre el
comportamiento biolégico del carcinoma oral de células escamosas, su relaciéon

y significancia pronostica con los parametros clinico patoldgicos.
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Se necesita de una mejor comprension de los mecanismos que permiten
que las células madre tumorales controlen o escapen del sistema inmune. Para
la regresion del tumor se necesitan herramientas que ataquen a las células
iniciadoras del tumor. Para erradicar el tumor, la tendencia terapéutica apunta a
estas células. La presencia en los tejidos orales de estas células genéticamente
alteradas, provocan el inicio y desarrollo del cancer oral. Los biomarcadores
CD44 y ALDH1 son los més utilizados en la mayoria de los estudios que
investigan sobre la identificacion de las células madre tumorales. ALDH1 se
encuentra predominantemente relacionado con tumores agresivos, areas
tumorales y epitelio adyacente no tumoral. Esta proteina esta correlacionada con
las caracteristicas clinicas, como el tamafio del tumor, la presencia de metastasis
en los ganglios linfaticos y la sobrevida de los pacientes con cancer oral por lo
cual ALDH1 puede ser util para mejorar el tratamiento de pacientes con cancer
de cabeza y cuello. Se necesita de mas investigacion clinica que se centren en
abordar los problemas clinicos clave en la progresion y el tratamiento de esta

enfermedad.
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6 ANEXOS Y APENDICES

6.1. Aprobacion del Comité de ética UdelaR
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UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
Seccida Comisiones y Claustro

Montavideo, 23 de noviembre de 2016 -
Reunido el Comité de Etica en Investigacién de la Facultad de Odontologia, resuelve:
APROBAR: ef Proyecto de Investigacion titutado “ldentificacion de Células CD44+ Y aldh

1 + en displacia ep#elal y carcinoma espinocelular de la mucosa bucal®, presentado por la
Dra. Verdnica Beovide, al que & ha correspondido el nimere de expadiente 360/16.

o .
..rl& & -

_____—Prof, Dr. Jorge Gutiérez
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6.2. Consentimiento Informado

Tituio del proyecto de investigacion.

“Identificacion de células CD44+ y ALDH 1+ en Displasia Epitelial y Carcinoma
Espinocelular de Ia mucosa bueal™

Consentimiento mformado

Investigador responsable

Prof. Dra. Veromica Beovide Tel 099788360 / 24873048 int 145 Catedra de Anatomin
Patologica

Proposito de la investigacion Investigar en el tejido que s¢ elimind por biopsia, las
células positivas a dos marcadores CD44 y ALDH 1 Para ver si se velacionan al
pronostico de la lesion

La investigacion se realiza sobre el tejido eliminado con fines diagnosticos, luego de
tiecho ¢l diagndstico, e tejido se vuelve a estudiar con los dos marcadores para ver
cuantas células son positivas y si se relacionan al pronostico de la lesion diagnosticada.
La investigacion no requiere ningan procedimiento extra al realizado para hacer la
biopsia de la fesion, por fo cual no ofrece riesgos para el paciente.

La investigacion respeta los derechos del paciente y la confidencialidad de los datos,
dando un numero o codigo a Ja biopsia con el fin de proteger la identificacion del
paciente La informacion acerca de usted que se recogera durante la investigacion sera
puesta fuera de alcance v nadie solo ef investigador responsable tendra acceso a verla
Cualquier informacion acerca de usted tendra un numero en vez de su nombre. Los
datos obtenidos podran ser usados en futuras investigaciones en la misma linea de
estudio

Esta propuesta ha sido revisada v aprobada por ¢l comité de evaluacion etica de la
Facuitad de Odontologia de Ja UdelaR, expediente numero 390/16.Es un comiteé cuya
tarea es asegurarse de que se protege de dafos a los participantes en la investigacion. Si
usted desei averiguar mas sobre este comite, contecte al responsable de la investigacion
La investigacion serd financiada por Ia facultad de odontologia

He leido la informacion proporcionada o me ha sida leida He tenido Ly oportunidad de
preguntar sobre ella v se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he
realizado Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante

y entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento
sin que me afecte en ninguna manera mi cuidado medico

A4 4
‘L),-,' VV

Profa Dra Veronica Beovide

Nombre del Participante (a8}

Firma del Participante Teléfono
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