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INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular de cabega e pescogo (CECP) é a sexta neoplasia
maligna mais comum e apresenta uma baixa taxa de sobrevida dos pacientes em
cinco anos. Dentre outras variaveis, este fato pode ser devido ao perfil e estilo de
vida dos pacientes que desenvolvem a doenca e a existéncia de células tumorais
com caracteristicas de células tronco e resistentes as terapias antineoplasicas.

Assim como outros tecido adultos, o tecido epitelial de revestimento
apresenta um compartimento de células tronco mesenquimais (CTM) para
reposicdo celular ap6s processos patologicos ou fisiolégicos. A partir desta
constatac¢do, surgiu a hipdtese de que nos tumores malignos também existe uma
subpopulacdo celular com capacidade de sustentar o crescimento neoplasico da
mesma maneira que as CTM sustentam o tecido sadio. Portanto, a populagao
tumoral é heterogénea, apresentando células com papel distinto no surgimento e
desenvolvimento da neoplasia.

No interior do tumor ha uma por¢do de células indiferenciadas com
potencial de proliferacio ilimitado e baixa taxa de divisdo; células indiferenciadas
com potencial de proliferacio limitado e alta taxa de divisdo e células
diferenciadas. As células do primeiro grupo sdo responsaveis pela formac¢do do
tumor, bem como pela capacidade de invasdo, disseminacdo de metastases e
resisténcia as terapias antineoplasicas. Esta subpopulagdo celular é chamada de
células tumorais com caracteristicas semelhantes as células tronco.

A imunoexpressdo de marcadores especificos é capaz de evidenciar a
presenca e localizacdo destas células no interior do tumor, entretanto a
interpretacdo desta marcacdo permanece controversa na literatura. Para
determinar a importancia das células tumorais com caracteristicas semelhantes as
células tronco no CECP, hd necessidade de relacionar a sua presenca com os
parametros clinicos do tumor, bem como com o perfil s6cio demografico e

condig¢do bucal dos pacientes portadores desta neoplasia.



ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

CARCINOMA ESPINOCELULAR

O carcinoma espinocelular é a neoplasia maligna mais comum da boca. Os
tumores de boca e pescoco agrupados representam o sexto tipo de cancer mais
comum no mundo (1,2). Na América do Sul, Argentina, Brasil e Uruguai sdo os
paises com maiores niveis de incidéncia, embora o Brasil apresente taxas mais
elevadas (1). Os carcinomas espinocelulares de boca e orofarinfe sao um subgrupo
do carcinoma espinocelular de cabega e pescoco (CECP), o qual é mais comum em
homens, entretanto a proporg¢do entre os sexos tem diminuido e, atualmente, é
cerca de 1,5:1 para os tumores de boca e 2,8:1 para os de orofaringe (1).

A etiologia do CECP é multifatorial, porém os principais fatores de risco sao
a exposicdo ao fumo e ao alcool, exceto para os tumores de labio, em que a radiacio
ultravioleta é a principal etiologia (1,2). Geralmente o fumo e o alcool sdo
consumidos juntos e esta associacdo aumenta o risco para o desenvolvimento do
cancer. O alcool aumenta a permeabilidade da mucosa bucal, facilitando a
penetracdo de substancias carcinogénicas presentes no tabaco, ocorrendo assim
um sinergismo na associac¢ao destes dois fatores (3,4).

Apesar do facil acesso ao exame fisico, muitos tumores de CECP sio
diagnosticados numa fase tardia da doenca. Este fato pode ser explicado devido a
demora dos pacientes em procurar atendimento ou ainda a incapacidade dos
profissionais de saide em diagnosticar a doenca (1,5). A propor¢do de pacientes
diagnosticados com tumores em estdgios avangados ndo mudou nos ultimos anos,
mesmo com o aumento das campanhas de prevencdo (1). Da mesma maneira,
apesar dos avangos no tratamento e melhora da qualidade de vida dos pacientes,
os indices de sobrevivéncia pouco melhoraram nos 30 altimos anos (1,2).

O prognostico dos pacientes portadores de CECP é realizado a partir de
dados clinicos e histopatolégicos do tumor. As caracteristicas clinicas como
tamanho (T), presenca de metastases cervicais (N) e metastases a distancia (M)
classificam a neoplasia de acordo com o sistema TNM da American Joint
Committee on Cancer (6). A determinacao do TNM pode ser realizada no momento

do diagnéstico clinico (cTNM) ou apds o exame histopatolégico da peca cirugica
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(pTNM) (7). A combinacdo dos escores do sistema TNM determina o estadiamento
clinico do tumor em 0, I, II, III, IVA, IVB e IVC.

As caracteristicas histopatologicas dos CECP também devem ser
consideradas no momento de determinar o progndstico do paciente. A
classificacdo dos tumores de acordo com a proporc¢do de células diferenciadas e
imaturas tem sido utilizada desde 1927 e ja sofreu varias modificacdes ao longo
dos anos (8-11). As alteracdes mais significativas foram: a graduacdo da porgao
mais indiferenciada do tumor e a avaliacdo da relacdo tumor/hospedeiro (9,10).
Além disso, uma vez que a populacdo de células tumorais é heterogénea, a area
mais adequada para a graduagdo histopatolégica é a zona de invasdo, pois as
células desta regido com freqiiéncia apresentam caracteristicas semelhantes as
encontradas em tumores metastaticos (11).

De todos os processos envolvidos na carcinogénese, a invasao local e a
formacdo de metastases sdo os parametros clinicos mais relevantes para
determinar o prognoéstico. Dentro do mesmo tumor hd uma hierarquia celular na
qual apenas algumas células possuem a capacidade de perpetuacdo e
desenvolvimento de metastases (11-13). Estas células de comportamento
diferenciado sdo capazes de determinar uma das caracteristicas biol6gicas mais
importantes para o progndstico dos tumores (12). Esta subpopulacdo de células
neoplasicas apresenta caracteristicas semelhantes as células tronco mesenquimais
(CTM), levando alguns autores a afirmar que o cancer é uma proliferacdo

descontrolada de células com propriedades semelhantes as células tronco (14-19).

CELULAS TUMORAIS COM PROPRIEDADES DE CELULA TRONCO

A presenca de uma populacgdo celular com caracteristicas semelhantes as
CTM foi primeiramente descrita em alteragbes malignas do sistema
hematopoiético, como a leucemia mieldéide aguda (20). Posteriormente, a presenca
destas células foi descrita em tumores so6lidos de mama, prostata, pancreas e
cabeca e pescoco (21-24). A partir deste conhecimento, surgiu a hipotese da
existéncia de células tronco tumorais (14,17). Porém, atualmente, o termo mais
adequado para nomear esta populagdo é célula tumoral com caracteristicas de

célula tronco (cancer stem-like cell-CSLC) (17).



A teoria da carcinogénese a partir das CSLC sugere que o cancer tem origem
em células tronco ou progenitoras do tecido devido a desregulagdo das vias de
sinalizacdo da auto-renovacdo (17). Esta teoria também é sustentada por uma
série de observagdes comuns aos estudos, tais como: apenas um pequeno niumero
de células neoplédsicas é capaz de dar origem a um novo tumor quando
transplantadas para camundongo imunocomprometido e os tumores originados
deste tipo de xenotransplante sdo heterogéneos, contém CSLC e células neoplasicas
comuns; as CSLC podem ser separadas das outras células neoplasicas por meio de
marcadores de membrana especificos e ainda podem ser transplantadas
serialmente por varias geragdes, indicando a capacidade de auto-renovacdo
(14,17,21,25-27,64).

Portanto, apenas as CSLC apresentam potencial tumorigénico, as outras
células neoplasicas tém uma capacidade limitada de proliferacdo (17,21,28). De
acordo com esta hipdtese, as CSLC tém a capacidade de sustentar o crescimento do
tumor assim como as CTM mantém o tecido sadio. Este novo modelo de
tumorigénese provocou um grande impacto no estudo do cancer, bem como no
entendimento dos mecanismos basicos da iniciacdo tumoral e a procura por novas
estratégias de tratamento.

Assim como em outros tipos de tumores soélidos, no carcinoma
espinocelular foi identificada uma populacdo de células tumorais com
caracteristicas de células tronco que retém a propriedade de auto-renovacgio e sdo
responsaveis pela formacdo e crescimento do tumor (14,21,28-30). O
comportamento clinico agressivo do carcinoma espinocelular pode ser atribuido a
caracteristica das CSLC que apresentam aumento da atividade de transporte
transmembrana e consequentemente maior resisténcia aos agentes
quimioterdpicos e radiacdo. Em estudo in vitro as CSLC de uma linhagem de células
de carcinoma espinocelular foram submetidas a cinco tipos de quimioterapicos
(carboplatina, docetaxel, paclitaxel, cisplatina e 5-fluorouracil). Ap6és um regime de
48 horas de exposicdo ao medicamento ainda restavam células vidveis (31).
Portanto, as CSLC seriam responsaveis pela resisténcia as terapias, recorréncia,

invasdo e metastase tumoral (14).
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MARCADORES DE CSLC

As CSLC podem ser isoladas das outras células neoplasicas em tumores de
diferentes origens (21-24,32-36). Esta populacdo celular compartilha
caracteristicas comuns, como por exemplo, a expressido da molécula de adesio

CD44 e a Aldeido Desidrogenase (19,21).

MOLECULA DE ADESAO CD44

0 CD44 é codificado por um tUnico gene no cromossomo 11p13 e consiste
em um grupo polimoérfico de glicoproteinas transmembrana que agem na interagao
célula-célula e célula-matriz (32,37-39). Além disto, o CD44 esta relacionado com a
orientacdo das células epiteliais diferenciadas em migrarem para as camadas
descamativas (40).

A familia de proteinas do CD44 apresenta 20 variantes descritas (32,38). Na
organizacdo desta molécula estdo envolvidos 20 exons, mas somente os 5
primeiros e os 5 ultimos sdo constantes. Os 10 exons restantes, localizados entre
estas duas regioes, ligam-se de maneira aleatéria formando multiplas isoformas de
tamanhos diferentes (CD44v). A molécula padrdo (CD44s) é capaz de identificar
todas as demais variantes e esta relacionada com progressao tumoral, capacidade
de invasdo e formac¢do de metastases (29,32,39).

0 CD44 é composto de um dominio extracelular, contendo o receptor; um
dominio que atravessa a membrana plasmatica e uma cauda citoplasmatica
(38,39). O receptor pode interagir com varias moléculas da matriz extracelular
(MEC) como galectina-8, colageno, fibronectina, fibrinogénio e laminina, porém o
principal ligante é o acido hialurénico (32,38). O 4cido hialurénico (AH) apresenta
trés fungdes principais, as quais podem contribuir para a progressdo tumoral:
aumenta o nivel de hidratacdo dos tecidos, o que poderia facilitar a movimentagao
das células; participa de interagdes célula tumoral-matriz, facilitando a
sobrevivéncia celular e invasdo; interage com varios tipos de receptores de
superficie celular (40).

A ativacdo da porgdo externa do CD44 altera a interacdo da cauda
citoplasmatica com moléculas intracelulares que modulam a sobrevivéncia e
proliferacdo celular bem como a estrutura do citoesqueleto (39-41). A interagao

CD44/AH pode ativar determinados oncogenes e facilitar caracteristicas essenciais
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para a progressdo tumoral, como proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e invasao
celular (39,40,42). As modificagdes intracelulares resultantes da interacdo
CD44/AH ocorrem principalmente pela ativacdo das proteinas RhoA e ROK. A
primeira regula os niveis de calcio intracelular, que, quando livre no citoplasma,
provoca a alteracdo do citoesqueleto e a progressdo do ciclo celular,
consequentemente aumentando a proliferacdo celular. A ROK também esta
envolvida na regulacdo de proteinas do citoesqueleto, bem como na secrecdo de
metaloproteinases (MMPs) responsaveis pela degradacdo da MEC durante a
invasdo tumoral (39).

Varias isoformas do CD44 estdo presentes em células de tumores de mama
(22), préstata (23), pancreas (24), sistema digestivo (33) e cabeca e pescogo
(21,43-45,65), no entanto, este comportamento é heterogéneno, gerando duvidas
sobre o papel do CD44 na carcinogénese (39,40,43,45-47). Estes resultados
contraditérios podem ser devido as diferentes metodologias de avaliagdo do CD44,
como por exemplo a citometria de fluxo (21) e a imunoistoquimica (43), bem como
a isoforma estudada e a localiza¢do anatomica dos tumores (39,48).

Estudos que avaliaram a expressdo do CD44 em CECP e epitélio normal
adjacente ao tumor por meio da imunoistoquimica demostraram que nos estagios
iniciais da carcinogénese ha um aumento da imunoexpressdo do CD44 e da
proliferacdo celular (43-45,48,49). Além disso, o aumento da expressdo do CD44
estimularia a maior atividade do receptor de fator de crescimento epitelial
(epidermal growth factor receptor-EGFR) (39,50,51). Em um estagio seguinte as
células epiteliais perdem a expressdo desta molécula de adesdo e adquirem um
fendtipo de mobilidade, apresentando a capacidade de invasdo (43-45,48,49).

Em estudo recente os autores demostraram que a super expressao do
CD44s pode determinar um pior prognéstico de carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco (48). Porém, estudos com outras variantes da familia do CD44
encontraram resultados distintos, relacionando a reduc¢do da marcacdo com
prognostico ruim (45,49,52,53). Existem ainda estudos que ndo encontraram
relacdo da imunoexpressido de diferentes isoformas do CD44 com caracteristicas
clinicopatoldgicas do CECP (43,46,54). Estas conclusdes distintas entre os estudos

podem ser explicadas pelo fato da populagdo tumoral ser heterogénea e haver
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diferencas na imunoexpressao do CD44 de acordo com a regido do tumor avaliada
(39).

Apesar das divergéncias de resultados para o papel da imunomarcagdo do
CD44 em CECP, de acordo com as func¢des desta molécula de adesdo, pode-se
concluir que num primeiro momento, a interacio CD44/HA estabiliza a célula
neoplasica, estimulando a sua proliferacao e o crescimento do tumor (40,45). Por
outro lado, a perda da imunoexpressdo do CD44 indicaria um segundo passo da
progressdo tumoral, em que as células perdem a adesdo célula-célula e célula-
matriz, esta ultima liberando o A4cido hialurdnico, determinando um meio
extracelular mais hidratado e propicio para a mobilidade celular, o que facilita a
capacidade de invasdo e migracdo das células neoplasicas (40,43,45,48,49). Desta
maneira, a imunomarcacao do CD44 pode variar de acordo com o momento de

evolucdo em que se encontram as células tumorais.

ALDEIDO DESIDROGENASE

A aldeido desidrogenase (ALDH1) é uma enzima citosolica responsavel pela
oxidacdo de aldeidos intracelulares em 4acidos carboxilicos (56,57). Varias
isoformas ja foram descritas e sua localizacdo é citoplasmatica, na mitocondria e
reticulo endoplasmatico. A principal funcio da ALDH1 é a conversio do
retinaldeido em &cido retinoico, segundo passo do processo de metabolizacido do
retinol (vitamina A) (15,34,56-58).

O primeiro estdgio de conversdo do retinol é um processo reversivel,
entretanto a segunda etapa, a formacdo do acido retindico, é um processo
irreversivel, sendo possivel apenas em células que possuem expressido da ALDH1
(57). 0 &cido retindico é um metabdlico ativo do retinol que esta relacionado com o
controle da proliferacdo e desenvolvimento celular uma vez que serve como
ligante de receptores nucleares que regulam a transcri¢cdo (57-59). Desta maneira,
o retinol e seus metabdlitos estdo envolvidos no processo final de diferenciacdo de
células maduras porém apresentam papel oposto nas CTM, promovendo a
capacidade de auto renovacgdo (34).

Devido a esta relacdo da ALDH1 com a capacidade de auto renovacgao, esta
molécula tornou-se um marcador tanto de CTM quanto de CSLC em varios tecidos,

podendo ser avaliada com diferentes técnicas, incluindo a imunoistoquimica
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(15,36,60). Em tecidos epiteliais sadios, a imunomarcacao da ALDH1 evidencia sua
localizagdo principalmente nas camadas basal e parabasal (34,59). Além disso, a
ALDH1 pode ser observada em células do sistema enddcrino, nas glandulas
salivares, tire6ide, hipofise e adrenal (34,35).

Entretanto, tecidos de mesma origem, como os tecidos epiteliais, podem
apresentar uma variacdo de expressdo da ALDH1. Deng et al. (2010) avaliando
tecidos epiteliais sadios observaram que a imunomarcagdo da ALDH1 é distinta e
pode ser classificada em trés tipos: tecidos sem marcacao, tecidos com marcagido
fraca e tecidos com marcacdo evidente e intensa. Além disso, os autores
observaram uma clara correlacio no padrao de expressdo da ALDH1 entre
tumores e tecidos de origem (34).

Muitos estudos relacionam a superexpressdo de ALDH1 com prognoéstico e
tempo de sobrevida ruins, concluindo que tumores com alta expressao de ALDH1
apresentam comportamento clinico mais agressivo e consequentemente, tempo de
sobrevida menor dos pacientes (35,36,60-62). Devido a relagdo do ALDH1 com o
metabolismo do retinol e consequentemente como controle da auto-renovacgao e
proliferacdo celular, esta enzima identifica células tumorais com capacidade de
manutencdo do tumor (34).

Os marcadores CD44 e ALDH1 sdo usados para identificar células com
caracteristicas semelhantes as CTM dentro da populagdo celular tumoral (64). Uma
vez que estas células sdo responsaveis pelo desenvolvimento e manutenc¢do do
tumor (14,19,21,25-27,64), a imunomarcacao de CD44 e ALDH1 evidencia tumores
com maior capacidade de invasdo e disseminacdo de metdasteses,

consequentemente com pior prognéstico (35,36,40,43,45,48,49,60-62).

14



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. WARNAKULASURIYA S. Global epidemiology of oral and oropharyngeal
cancer. Oral Oncol 2009; 45: 309-16.

. JEMAL A, BRAY F, CENTER MM, FERLAY ], WARD E, FORMAN D. Global
cancer statistics. CA Cancer ] Clin 2011; 61: 69-90.

. SQUIER CA, KREMER M], WERTZ PW. Effect of ethanol on lipid metabolism
and epithelial permeability barrier of skin and oral mucosa in the rat. J Oral
Pathol Med 2003; 32: 595-599.

. HOWIE NM, TRIGKAS TK, CRUCHLEY AT, WERTZ PW, SQUIER CA,
WILLIAMS DM. Short-term exposure to alcohol increases the permeability
of human oral mucosa. Oral Dis 2001; 7: 349-354.

. GROOME PA, ROHLAND SL, HALL SF, IRISH ], MACKILLOP W], O’'SULLIVAN
B. A population-based study of factors associated with early versus late
stage oral cavity cancer diagnoses. Oral Oncol 2011; 47: 642-647.

. EDGE SB, COMPTON CC. The AJCC the 7th Edition of the AJCC Cancer
Staging Manual and the Future of TNM. An Surg Oncol 2010; 17: 1471-1474.
. VAN DER SCHROEFF MP, JONG R]B. Staging and prognosis in head and neck
cancer. Oral Oncol 2009; 45: 356-360.

. BRODERS AC. Carcinoma of the mouth: types and degrees of malignancy.
Ann ] Roentgenol Rad Ther Nucl Med 1927; 17: 90-93.

. JAKOBSSON PA, ENEROTH CM, KILLANDER D, MOBERGER G,
MARTENSSON B. Histologic classification and grading of malignancy in
carcinoma of the larynx. Acta Radiol Ther Phys Biol 1973; 12: 1-8.

10. ANNEROTH G, BATSAKIS ], LUNA M. Review of the literature and a

recommended system of malignancy grading in oral squamous cell

carcinomas. Scand | Dent Res 1987; 95: 229-249.

11. BRYNE M, KOPPANG H, LILLENG R, STENE T, BANG G, DABELSTEEN E. New

malignancy grading is a better prognostic indicator than Broders’ grading in

oral squamous cell carcinomas. J Oral Pathol Med 1989; 18: 432-437.

15



12.YANAMOTO S, KAWASAKI G, YAMADA SI, YOSHITOMI I, KAWANO T,
YONEZAWA H, ROKUTANDA S, NARUSE T, UMEDA M. Isolation and
characterization of cancer stem-like side population cells in human oral
cancer cells. Oral Oncol 2011 Jul 12. [Epub ahead of print]

13.LIANG X. EMT: new signals from the invasive front. Oral Oncol 2011; 47:
686-687.

14.REYA T, MORRISON S], CLARKE MF, WEISSMAN IL. Stem cells, cancer, and
cancer stem cells. Nature 2001; 414: 105-111.

15.DOUVILLE ], BEAULIEU R, BALICKI D. ALDH1 as a functional marker of
cancer stem and progenitor cells. Stem Cell Develop 2009; 18: 17-25.

16. BURKET ], WRIGHT NA, ALISON MR. Stem cells and cancer: an intimate
relantionship. ] Pathol 2006; 209: 287-297

17.WICHA MS, LIU S, DONTU G. Cancer stem cells: an old idea-a paradigm shift.
Cancer Res 2006; 66: 1883-1890.

18. ARMSTRONG L, STOJKOVIC M, DIMMICK I, AHMAD S, STOJKOVIC P, HOLE N,
LAKO M. Phenotypic characterization of murine primitive hematopoietic
progenitor cells isolated on basis of aldehyde dehydrogenase activity. Stem
Cells 2004; 22: 1142-1151.

19.CLAY MR, TABOR M, OWEN JR, CAREY TE, BRADFORD CR, WOLF GT,
WICHA MS, PRINCE ME. Single-marker identification of head and neck
squamous cell carcinoma cancer stem cells with aldehyde deshydrogenase.
Head Neck 2010; 32:1195-1201.

20.BONNET D, DICK JE. Human acute myeloid leukemia is organized as a
hierarchy that originates from a primitive hematopoietic cell. Nat Med
1997;3:730-737.

21.PRINCE ME, SIVANANDAN R, KACZOROWSKI A, WOLF GT, KAPLAN M],
DALERBA P, WEISSMAN IL, CLARKE MF, AILLES LE. Identification of a
subpopulation of cells with cancer stem cell properties in head and neck
squamous cell carcinoma. Proc Natl Acad Sci USA 2007; 104 (3): 973-978.

22.AL-HAJ] M, WICHA MS, BENITO-HERNANDEZ A, MORRISON SJ, CLARKE MF.
Prospective identification of tumorigenic breast cancer cells. Proc Natl Acad

Sci USA 2003; 100: 3983-3988.

16



23.COLLINS AT, BERRY PA, HYDE C, STOWER M], MAITLAND NJ. Prostective
identification of tumorigenic prostate cancer stem cells. Cancer Res 2005;
65:10946-10951.

24.LI C, HEIDT DG, DALERBA P, BURANT CF, ZHANG L, ADSAY V, WICHA M,
CLARKE MF, SIMEONE DM. Identification of pancreatic cancer stem cells.
Cancer Res 2007; 67: 1030-1037.

25. ADAMS JM, STRASSER A. Is tumor growth sustained by rare cancer stem
cells or dominant clones? Cancer Res 2008; 68 (11): 4018-4021.

26.LOBO NA, SHIMONO Y, QIAN D, CLARKE MF. The biology of cancer stem
cells. Annu Rev Cell Dev Biol 2007; 23: 675-699.

27.REDONDO JM, UGARTE EB, GARCIA JAM, DEL CERRO MH, VAN DEN STEEN
PE, OPDENAKKER G, TEROL M], GARCIA AP. Alpha4betal integrin and 190-
kDa CD44v constitute a cell surface docking complex forgelatinase B/MMP-
9 in chronic leukemic but not in normal B cells. Blood 2008; 112: 169-178.

28. BIANCHINI C, CIORBA A, PELUCCHI S, PIVA R, PASTORE A. Head and neck
cancer: the possible role of stem cells. Eur Arch Otorhinolaryngol 2008; 265:
17-20.

29.PRIES R, WITTKOPF N, TRENKLE T, NITSCH SM, WOLLENBERG B. Potential
stem cell marker CD44 is constitutively expressed in permanent cell lines of
head and neck cancer. In Vivo 2008; 22: 89-92.

30. HARPER LJ, PIPER K, COMMON ], FORTUNE F, MACKENZIE IC. Stem cell
patterns in cell lines derived from head and neck squamous cell carcinoma.
J Oral Pathol Med 2007; 36: 594-603.

31.0OKAMOTO A, CHIKAMATSU K, SAKAKURA K, HATSUSHIKA K, TAKAHASHI
G, MASUYAMA K. Expansion and characterization of cancer stem cell-like
cells in squamous cell carcinoma of the head and neck. Oral Oncol 2009; 45:
633-639.

32.NAOR D, WALLACH-DAYAN SB, ZAHALKA MA, SIONOV RV. Involvement of
CD44, a molecule with a thousand faces, in a cancer dissemination. Sem
Cancer Biol 2008; 18: 260-267.

33. TAKAISHI S, OKUMURA T, TU S, WANG SS, SHIBATA W, VIGNESHWARAN R,
GORDON SA, SHIMADA Y, WANG TC. Identification of gastric cancer stem
cells using the cell surface marker CD44. Stem Cell 2009; 27 (5): 1006-1020.

17



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

CHUTE JP, MURAMOTO GG, WHITESIDES ], COLVIN M, SAFI R, CHAO NJ,
MCDONNELL DP. Inhibition of aldehyde dehydrogenase and retinoid
signaling induces the expansion of human hematopoietic stem cells. Proc
Natl Acad Sci USA 2006; 103: 11707-11712.

DENG S, YANG X, LASSUS H, LIANG S, KAUR S, YE Q, LI C, WANG LP, ROBY
KF, ORSULIC S, CONNOLLY DC, ZHANG Y, MONTONE K, BUTZON R, COUKOS
G, ZHANG L. Distinct expression levels and patterns of stem cell marker,
aldehyde dehydrogenase isoform 1 (ALDH1), in human epithelial cancers.
Plos One 2010; 5: e10277.

GINESTIER C, HUR MH, CHARAFE-JAUFFRET E, MONVILLE F, DUTCHER ],
BROWN M, JACQUEMIER ], VIENS P, KLEER CG, LIU S, SCHOTT A, HAYES D,
BIRNBAUM D, WICHA MS, DONTU G. ALDH1 Is a Marker of Normal and
Malignant Human Mammary Stem Cells and a Predictor of Poor Clinical
Outcome. Cell Stem Cell 2007; 1: 555-567.

ARUFFO A, STAMENKOVIC I, MELNICK M, UNDERHILL CB, SEED B. CD44 is
the principal cell surface receptor for hyaluronate. Cell 1990; 61: 1301-
1313.

NAOR D, SIONOV RV, ISH-SHALOM D. CD44: structure, function and
association with the malignant process. Adv Cancer Res 1997; 71: 241-319.
WANG S], BOURGUIGNON LYW. Role of hyaluronan-mediated CD44
signaling in head and neck squamous cell carcinoma progression and
chemoresistance. Am J Pathol 2011; 178: 956-963.

VARKI A, CUMMINGS RD, ESKO ]D, FREEZE HH, STANLEY P, BERTOZZI CR,
ETZLER ME. Essentials of glycobiology 2009; Cold Spring Harbor (NY): Cold
Spring Harbor Laboratory Press. Cap 15, 37 e 44.

GERGOLIOS A, BATISTATOU A, CHARALABOPOULOS A, MANOLOPOULOS L,
CHARALABOPOULOS K. The role of CD44 adhesion molecule in oral cavity
cancer. Exp Oncol 2006; 28: 94-98.

TOOLE BP. Hyaluronan-CD44 Interactions in Cancer: Paradoxes and
Possibilities. Clin Cancer Res 2009; 15: 7462-7468.

MACK B, GIRES 0. CD44s and CD44v6 expression in head and neck
epithelia. Plos One 2008; 3: e3360.

18



44,

45.

46.

47.

48

49,

50.

51.

52.

OLIVEIRA LR, OLIVEIRA-COSTA JP, ARAUJO IM, SOAVE DF, ZANETTI ]S,
SOARES FA. Cancer stem cell immunophenotypes in oral squamous cell
carcinoma. Oral Pathol Med 2011; 40: 135-142.

BANKFALVI A, KRABORT M, BUCHWALOW IB, VEGH A, FELSZEGHY E,
PIFFKO J. Gains and losses of adhesion molecules (CD44, E-cadherin and f-
catenin) during oral carcinogenesis and tumor progression. J Pathol 2002;
198: 343-351.

OLIVEIRA DT, SHERRIFF M, ODELL EW. Expression of CD44 variant exons
by primary and metastatic oral squamous carcinomas. J Oral Pathol Med
1998; 27:303-307.

HEROLD-MENDE C, SEITER S, BORN Al, PATZELT E, SCHUPP M, ZOLLER ],
BOSCH FX, ZOLLER M. Expression of CD44 splice variants in squamous
epithelia and squamous cell carcinomas of the head and neck. / Pathol 1996;

179: 66-73.

.KOKKO LL, HURME S, MAULA SM, ALANEN K, GRENMAN R, KINNUNEN I,

VENTELA S. Significance of site-specific prognosis of cancer stem cell
marker CD44 in head and neck squamous cell carcinoma. Oral Oncol 2011;
47:510-516.

GONZALES-MOLES MA, BRAVO M, RUIZ-AVILA I, ESTEBAN F, BASCONES-
MARTINEZ A, GONZALES-MOLES S. Adhesion molecule CD44 expression in
non-tumor epithelium adjacent to tongue cancer. Oral Oncol 2004; 40: 281-
286.

WOBUS M, KUNS R, WOLF C, HORN LC, KOHLER U, SHEYN I, WERNESS BA,
SHERMAN LS. CD44 mediates constitutive type [ receptor signaling in
cervical carcinoma cells. Gynecol Oncol 2001; 83: 227-234.

WOBUS M, RANGWALA R, SHEYN I, HENNIGAN R, COILA B, LOWER EE,
YASSIN RS, SHERMAN LS. CD44 associates with EGFR and erbB2 in
metastasizing mammary carcinoma cells. Appl Immunohistochem Mol
Morphol 2002; 10: 34-39.

STOLL C, BARETTON G, SOOST F, TERPE HJ, DOMIDE P, LOE U. Prognostic
importance of the expression of CD44 splice variants in oral squamous cell

carcinomas. Oral Oncol 1999; 35: 484-489.

19



53.MOSTAAN LV, KHORSANDI MT, SHARIFIAN SM, SHANDIZ FH, MIRASHRAFI
F, SABZARI H, BADIEE R, BORGHEI H, YAZDANI N. Correlation between E-
cadherin and CD44 adhesion molecules expression and cervical lymph node
metastasis in oral tongue SCC: Predictive significance or not. Pathol Res
Pract 2011; 207: 448-451.

54.VAN HAL NL, VAN DONGEN GA, STIGTER-VAN WALSUM M, SNOW GB,
BRAKENHOFF RH. Characterization of CD44v6 isoforms in head-and-neck
squamous-cell carcinoma. Int ] Cancer 1999; 82: 837-45.

55.BIDDLE A, LIANG X, GAMMON L, FAZIL B, HARPER L], EMICH H, COSTEA
DE, MACKENZIE IC. Cancer stem cells in squamous cell carcinoma switch
between two distinct phenotypes that are preferentially migratory or
proliferative. Cancer Res 2011 Jul 26. [Epub ahead of print]
56. RIVEROS-ROSA H, JULIAN-SANCHEZ A, PINA E. Enzymology of ethanol and
acetaldehyde metabolism in mammals. Arch Med Res 1997; 28: 453-471.
57.DUESTER G. Retinoic acid synthesis and signaling during early
organogenesis clinicopathological and immunohistochemical. Cell 2008;
134:921-931.

58.KUMAR S, SANDELL LL, TRAINOR PA, KOENTGEN F, DUESTER G. Alcohol
and aldehyde dehydrogenases: retinoid metabolic effects in mouse
knockout models. Biochim Biophy Acta 2011; Apr 15 [Epud ahead of print].

59.YU M, GUAN K, ZHANG C. The promoting effect of retinoic acid on
proliferation of chicken primordial germ cells by increased expression of
cadherin and catenins. Amino Acids 2010; 40: 933-941.

60.LIANG D, SHI Y. Aldehyde dehydrogenase-1 is a specific marker for stem
cells in human lung adenocarcinoma. Med Oncol 2011 Apr 12 [Epub ahead
of print].

61.DUONG V, ROCHETTE-EGLY C. The molecular physiology of nuclear retinoic
acid receptors. From health to disease. Biochim Biophy Acta 2011; 1812:
1023-1031.

62.YU C, YAO Z, DAl ], ZHANG H, ESCARA-WILKE ], ZHANG X, KELLER ET. ALDH
Activity Indicates Increased Tumorigenic Cells, But Not cancer Stem Cells, in

Prostate Cancer Cell Lines. In Vivo 2011; 25: 69-76.

20



63.YU CC, LO WL, CHEN YW, HUANG PLHSU HS, TSENG LM, HUNG SC, KAO SY,
CHANG CJ], CHIOU SH. Bmi-1 Regulates Snail Expression and Promotes
Metastasis Ability in Head and Neck Squamous Cancer-Derived ALDH1
Positive Cells. ] Oncol 2011 [Epub ahead of print].

64. KRISHNAMURTHY S, DONG Z, VODOPYANOV D, IMAI A, HELMAN ]I, PRINCE
ME, WICHA MS, NOR JE. Endothelial cell-initiated signaling promotes the

survival and self-renewal of cancer stem cells. Cancer Res 2010; 70: 9969-

9978.

21



OBJETIVOS

1. Avaliar o perfil s6cio demografico e condigdes bucais dos pacientes com

tumor primario de carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo do sul do Brasil.

2. Identificar e quantificar as células tumorais positivas e negativas para a
imunomarcacdo de CD44 e ALDH1 em duas areas do carcinoma espinocelular de

cabeca e pescoco: centro do tumor e zona de invasao.
3. Avaliar a relacdo entre a imunomarca¢do de CD44 e ALDH1 com os
parametros clinicos e histopatolégicos do carcinoma espinocelular de cabega e

pescogo.

4. Verificar a distdncia entre as ilhas tumorais positivas para a

imunomarcac¢do de CD44 e ALDH1 e os vasos sanguineos.
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RESUMO

Antecedentes: Paises em desenvolvimento apresentam alta incidéncia de
carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo (CECP). Os principais fatores de
risco para este tumor sdo a exposicao ao fumo e ao alcool. Nivel s6cioeconémico e
condi¢des bucais podem estar associados a etiologia.

Objetivo: Avaliar o perfil sécio demografico e condicdes bucais dos pacientes, bem
como as caracteristicas clinicas e histopatologicas do CECP.

Métodos: Foram avaliados 78 pacientes que buscaram atendimento em hospital do
sul do Brasil no periode de Outubro de 2009 a Outubro de 2010. Dados sobre sexo,
idade, cor da pele, educagdo, habitos de higiene bucal, nivel sécio economico e
histéria odontolégica foram obtidos por meio de entrevista. Carie, perda dentaria e
uso de proteses dentarias foram acessados por meio de um exame intrabucal.
Resultados: A média de idade da populac¢io estudada foi de 57,6 anos, sendo que a
maioria da amostra era constituida de homens (80,8%), brancos (83,3%),
fumantes atuais ou ex-fumantes (94,8%) com histéria de consumo moderado ou
severo de bebidas alcéolicas (82%). Os pacientes apresentaram baixo nivel sdcio-
economico (56,4%) e poucos anos de estudo (80,8%). Segundo as caracteristicas

clinicas, 60,2% dos casos foram classificados como T1 e T2, sendo que 59% nao
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apresentaram metastases regionais. A localizagdo mais frequente foi a boca (73%),
sendo a lingua o sitio mais acometido (26,9%). Quanto a classificacdo
histopatologica, 57,7% dos tumores foram classificados em graus Ill e IV.
Conclusdo: O perfil do paciente portador de CECP observado no presente estudo
assemelha-se ao de outras populagdes, entretanto o momento do diagnéstico esta
mudando, sendo realizado nos estagios iniciais da doenca.

Palavras-chave: carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco; cancer de boca;

etiologia; incidéncia.

INTRODUCAO

Os paises em desenvolvimento, como Brasil, Paquistio e ndia, apresentam
maior incidéncia de carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco (CECP) do
que paises desenvolvidos.!* Na América do Sul, a regido que compreende
Argentina, sul do Brasil e Uruguai tem os niveis mais elevados de incidéncia desta
neoplasia, sendo que no Brasil sdo observadas as maiores taxas.5¢

Na populacido brasileira, o CECP é o sétimo tipo de cincer mais comum e a
estimativa para os anos de 2010 e 2011 é de 14.120 casos novos, dos quais 10.330
em homens e 3.790 em mulheres.3 Os homens brasileiros apresentam o terceiro
maior risco para desenvolvimento do cancer de boca no mundo, apods a Franca e
india.26 A distribui¢io de casos novos é heterogénea entre os estados e capitais do
pais, entretanto, as regides Sudeste e Sul apresentam maiores taxas de incidéncia,
em especial, as cidades de Sdo Paulo e Porto Alegre.®

O consumo de alcool e tabaco representa um dos principais fatores de risco
para estes tumores59 e geralmente sdo consumidos juntos. Esta associa¢do
aumenta significativamente o risco para o desenvolvimento do cancer, uma vez
que uma das caracteriticas do alcool é a sua capacidade de modificar a
permeabilidade da mucosa facilitando a penetragdo de substancias carcinogénicas
presentes no fumo.”10 A higiene oral também é relatada como possivel fator de
risco.129 As desigualdades sociais podem ser consideradas como fator de risco
para o desenvolvimento do tumor, uma vez que o baixo nivel s6cioeconomico esta
relacionado a habitos que afetam o comportamento e estilo de vida.211

O diagnoéstico precoce é possivel a partir de um correto exame da boca e

orofaringe, entretanto, a maioria dos tumores ainda é diagnosticada num momento
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tardio, quando a doenga estd em estagio avangado.*¢ Tal fato contribui para as
baixas taxas de sobrevida em cinco anos, assim como para um tratamento mais
agressivo. 261213

O sistema TNM de classificacdo da American Joint Committee on Cancer
(AJCC)** tem como objetivo ajudar profissionais da saide e pesquisadores a
escolher opcdes de tratamento, estimar o prognéstico e comparar resultados de
diferentes terapias.!> Esta classificacdo baseia-se nas caracteristicas clinicas da
lesdo como tamanho do tumor em sua maior extensao (T), presen¢a de metastases
regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M). Quando esta classifica¢do é
realizada antes do tratamento cirigico, é referido como TNM clinico (cTNM), e
quando realizada apdés o exame histopatolégico do tecido ressecado é referido
como TNM patoloégico (pTNM).16

Além das caracteristicas clinicas do tumor, a graduacdo histopatoldgica,
exposicao aos fatores de risco, idade do paciente e tipo de tratamento sdo aspectos
envolvidos no progndstico.1517-19 O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil socio
demografico e condi¢des bucais dos pacientes, bem como as caracteristicas clinicas

e histopatolégicas de carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo no sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Amostra do Estudo:

Foram avaliados 78 pacientes atendidos no Ambulatério de Cirurgia de
Cabeca e Pescogo do Departamento de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) no periodo de Outubro de 2009 a Outubro de 2010. Foram
incluidos pacientes maiores de idade de ambos os sexos com diagnéstico de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco primario sem tratamento prévio.
Entrevista:

Todos os pacientes foram informados dos objetivos e métodos da pesquisa
e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (GPPG n°09-315). Os pacientes foram
entrevistados para obtencdo de dados sociodemograficos e comportamentais.
Foram obtidas informagdes como sexo, idade, cor da pele, estado civil e educagio,
além de habitos de higiene bucal, fumo, consumo de bebidas alcodlicas, percepcao

das condig¢des bucais, nivel s6cio econdmico, histéria médica e odontoldgica.
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Exame Clinico:

Os pacientes foram examinados para obtencdo de informa¢des como uso de
proteses dentdrias removiveis (prétese total/parcial, superior/inferior) e suas
condi¢des dentdrias (CPOD).20 Nos prontudrios do hospital, foram coletadas as
informacdes referentes as caracteristicas clinicas do tumor como o pTNM16 e a
terapéutica utilizada em cada caso. Os pacientes receberam tratamento para o
tumor de acordo com protocolo do HCPA:

- Somente tratamento cirurgico;

- Tratamento cirdrgico associado a radioterapia;

- Somente radioterapia;

- Tratamento cirdrgico associado a radioterapia e quimioterapia;
- Radioterapia associada a quimioterapia;

- Nenhum tratamento.

Apéds 18 meses do inicio do estudo, foi realizado um acompanhamento dos
pacientes participantes a partir das informacdes contidas nos prontudrios.
Graduagdo Histopatoldgica:

A graduacio histopatolégica dos tumores foi realizada por dois patologistas
(AC e LH) em laminas coradas por hematoxilina-eosina (HE) de acordo com os
critérios de Bryne et al. (1989).21 A reprodutibilidade foi confirmada ao longo do
estudo, onde a cada 20 laminas graduadas, uma era sorteada para reavaliacdo apds
um periodo de 7 dias (Kappa>0,7).

Andlise Estatistica:

Os individuos foram divididos em trés grupos etarios (<50, 50-59 e = 60
anos de idade). Cor da pele foi definida como "brancos" ou "ndo-brancos", ja que a
populagao do estudo incluiu apenas uma pequena porcentagem de outros grupos
raciais e étnicos. O nivel econémico foi avaliado segundo o Critério Brasil da
Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa (CCEB).22 O nivel econémico foi
categorizado em estratos alto e baixo nivel utilizando a mediana dos escores do
CCEB. O nivel educacional foi classificado em trés categorias: < 4, 5-8 e 2 9 anos de
estudo.

A exposi¢do ao fumo foi calculada de maneira combinada para os pacientes
fumantes atuais e ex-fumantes. O nivel de exposicdo ao fumo foi calculado por

meio da multiplicacdo do niimero de magos de cigarros consumidos por dia pelo
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numero de anos de habito (n° magos/dia X n° anos de habito X 365 dias). A
exposicdo ao fumo foi categorizada de acordo com tertil de cigarros-ano em:
pacientes que nunca fumaram (0 cigarros-ano), nivel 1 (1-8887 cigarros-ano),
nivel 2 (8888-18250 cigarros-ano) e nivel 3 (> 18.250 cigarros-ano).

O consumo diario de alcool foi calculado multiplicando o nimero de doses
consumidas em uma semana pelo teor médio de alcool puro por volume em um
copo de cerveja, vinho ou cachaca (bebida alcodlica tipica brasileira, do tipo
destilada, produzida a partir da cana de agtcar) dividido por 7 dias. A quantidade
de alcool puro em volume foi estimado em 10 ml para um copo de cerveja (200ml
por copo de cerveja, teor alcodlico de 5%), 12ml para um copo de vinho (100 ml
por copo de vinho, teor de alcool 12%), e 10ml para um copo de cachaga (25 ml
por copo de cachaga, teor de alcool 40%). Para obter a quantidade de alcool em
gramas, o alcool puro em volume foi convertido para alcool puro em peso
utilizando o fator de conversdo padrao de 0,8. Assim, um copo de cerveja apresenta
8g de etanol puro, um copo de vinho 9.6g de alcool puro, e uma dose de cachaca 8g
de etanol puro. Os individuos foram classificados de acordo com tertil de consumo
diario de alcool em pacientes que nunca beberam (0g/dia), habito leve (1-
8.5g/dia), habito moderado (8.6-32g/dia) e habito severo (> 32g/dia).

A andlise dos dados foi realizada utilizando o pacote estatistico STATA
(Stata 10 para Macintosh, Stata Corporation, College Station, TX, EUA). As
estatisticas descritivas sdo relatadas para cada variavel. Sdo relatados o nimero e a
percentagem relativa de individuos para as varidveis categoricas. Médias e

desvios-padrao (DP) foram relatados para varidveis continuas.

RESULTADOS

A média de idade dos pacientes foi de 57,6 anos sendo a maioria dos
individuos homens (80,8%), brancos (83,3%), fumantes atuais ou ex-fumantes
(94,8%) e com histdria de consumo moderado ou severo de bebidas alcoolicas
(82%). Outras caracteristicas comuns aos pacientes avaliados foram o baixo nivel
sécio-economico (56,4%), poucos anos de estudo (80,8%) e mais de 1 ano sem
consulta odontolégica (66,7%). O tratamento mais frequente para o carcinoma

espinocelular de cabeca e pescoco foi a intervencdo cirugica associada ou ndo a
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radioterapia (83,6%). Outras informacgdes referentes aos pacientes incluidos no
estudo estdo descritas na tabela 1.

A tabela 2 descreve as condi¢des bucais dos individuos no que se refere a
experiéncia de carie, perda dentaria e uso de préteses. Quanto ao uso de proteses
dentarias removiveis, 65,4% dos pacientes usam e 34,6% nido. De acordo com a
experiéncia de carie, 25,6% dos pacientes avaliados foram desdentados totais. Nos
pacientes com dentes (74,4%), a média de dentes perdidos foi de 17,1 dentes e o
numero do CPOD ficou em 10,7.

Quanto ao tamanho do tumor, 60,2% dos casos foram classificados como T1
e T2, enquanto que 39,7% como T3 e T4. A presenca de metastases regionais foi
relatada em 42,4% dos casos, e a auséncia em 59%. A localizacdo mais frequente
dos tumores foi na boca (73%), sendo a lingua o sitio mais acometido (26,9%). De
acordo com a graduagdo histopatoldgica, 57,7% dos tumores foram classificados

em graus III e [V (tabela 3).
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Tabela 1. Perfil s6ciodemografico e comportamental dos pacientes do estudo.

Variavel n %
Idade

Média 57,6 anos

Max. 78 anos

Min. 37 anos

<50 anos 20 25.6

50-59 anos 21 26.9

260 anos 37 47.4
Sexo

Feminino 15 19.2

Masculino 63 80.8
Cor da Pele

Branco 65 83.3

Ndo-branco 13 16.7
Estado Civil

Casado 48 61.5

Solteiro/divorciado 19 24.4

Vidvo 11 14.1
Nivel Sécioeconémico

Alto 34 43.6

Baixo 44 56.4
Anos de Estudo

Alto 15 19.2

Médio 28 35.9

Baixo 35 44.9
Frequencia de Escovagdo

<1vez/dia 39 50

>1vez/dia 39 50
Uso de Colutério

Sim 21 26.9

Néo 57 73.1
Visita ao Dentista

<1 ano 26 33.3

=1 ano 52 66.7
Fumo

Fumante atual 37 47.4

Ex-fumante 37 47.4

Nunca fumou 4 5.12
Exposi¢do ao Fumo

Nunca fumou 4 5.1

Leve 21 27

Moderado 24 30.8

Severo 29 37.2
Consumo de Alcool

Nunca bebeu 5 6.4

Leve 9 11.5

Moderado 27 34.6

Severo 37 47.4
Tratamento Oncolégico

Cirurgia 43 57.3

Cirurgia+radioterapia 20 26.3

Radioterapia 4 53

Cirurgia+radioterapia +quimioterapia 4 5.3

Radioterapia +quimioterapia 4 5.3

Nenhum 3 3.8
Acompanhamento (18 meses)

Livre de doenga 54 69.2

Recidiva 15 19.2

Metastase 2 2.6

Obito 4 5.1

Sem informacdo 3 3.8
Total 78 100.0
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Tabela 2. Uso de prétese e condi¢des dentarias dos pacientes do estudo.

Variavel Estimativa
Protese (n/%)
Nenhuma 27 (34.6)
Superior 34 (43.6)
Inferior 1(1.3)
Superior/Inferior 16 (20.5)
Edéntulo (n/%)
Sim 20 (25.6)
Nao 58 (74.4)
Dentes perdidos (média+dp) 17.1+£9.7
Experiéncia de carie (média+dp)*
CPOD 10.7£9.1
COD 2929

*Apenas individuos com dentes

Tabela 3. Carateristicas clinicas e histopatologicas dos tumores.

Variavel n %
Tamanho
T1 22 28.2
T2 25 32
T3 14 17.9
T4 17 21.8
Metastase regional
NO 46 59
N1 20 27
N2 7 9
N3 5 6.4
Metastase
MO 78 100
M1 0 0
Localizagdo
Lingua 21 26.9
Assoalho 10 12.8
Labio 10 12.8
Palato 11 14.1
Mucosal jugal 5 6.4
Pescoco 21 27
Graduagdo histopatoldgica
Néo graduados 12 15.4
In situ 5 6.4
1l 8 10.2
11 18 23.1
v 27 34.6
Sem Informacgdo 8 10.2

Total 78 100.0




DISCUSSAOQ

A incidéncia do carcinoma espinocelular de cabega e pescoco (CECP) esta
descrescendo ao longo dos ultimos anos#, entretanto ainda representa o sexto tipo
de cancer mais comum no mundo.® O CECP é uma lesdo mais comumente
encontrada em individuos do sexo masculino, acima dos 50 anos de idade. As
caracteristicas clinicas dos pacientes avaliados neste estudo foram semelhantes ao
perfil relatado na literatura.#61® No presente estudo, os individuos mais
acometidos pela neoplasia além do fato de serem homens, com média de idade de
57,6 anos, eram de cor de pele branca. A predominancia de individuos de pele clara
neste estudo é devido ao fato da pesquisa ter sido realizada em um centro de
referéncia do sul do Brasil, onde a populagao é predominantemente branca.

No presente estudo, a maior parte dos pacientes avaliados apresentavam
exposicdo moderada e severa para fumo (68%) e alcool (82%), evidenciando a
relacdo entre o cancer de boca e o consumo combinado destes dois fatores. Apesar
de haver um declinio na prevaléncia do tabagismo na popula¢io adulta brasileira23,
94,8% dos pacientes avaliados neste estudo eram fumantes ou ex-fumantes. Este
declinio do habito de fumar ainda nao apresentou um reflexo na incidéncia do
CECP, o que talvez seja observado nas proximas décadas.

Um aspecto interessante deste estudo foi o fato de ndo haver diferenca para
o desenvolvimento do CECP entre individuos fumantes atuais e ex-fumantes
(47,43% para ambos). Além disso, 18 pacientes (dados ndo apresentados)
cessaram o habito de fumar hd menos de 1 ano, sugerindo que os efeitos
carcinogénicos do tabaco sdo cumulativos. Portanto, mesmo sem exposicdo atual
ao fumo, o paciente continua sendo considerado como de risco para o
desevolvimento desta neoplasia.

As localizac6es mais frequentes do CECP na boca sdo a lingua, assoalho de
boca e labio inferior.21213 Nos pacientes avaliados, o sitio mais acometido foi a
lingua (26,92%), seguido do palato (14,1%), assoalho e labio inferior (12,82% para
ambos). A alta incidéncia do palato na amostra estudada pode ser devido a
combinagdo desta regido anatémica com os tumores que acometem a orofaringe e
se extendem para a boca.

As modalidades de tratamento para o CECP sdo a cirurgia, radioterapia e

quimioterapia com avangos significativos em todas estas modalidades.13
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Entretanto, a ressec¢do cirurgica é a terapia mais indicada para o tratamento
definitivo. A combinacgdo de cirurgia com radioterapia apresenta melhora nas taxas
de sobrevivéncia em 5 anos.117 No presente estudo, o tratamento mais frequente
foi a intervengdo cirugica associada ou ndo a radioterapia (83,6%) conforme
preconizado pela literatura. O acompanhamento dos pacientes em 18 meses
mostrou que 69,3% estavam livres de doenga, demonstrando ser esta a melhor
indicacao terapéutica para o CECP.

Outras caracteristicas comuns observadas nesta amostra foram o baixo
nivel sécio econémico e poucos anos de estudo, fatores que também estdo
relacionados com o local de realizacdo do estudo. A coleta de dados ocorreu em um
hospital da rede publica do sul do Brasil, sendo a maioria dos individuos atendidos
de baixa renda. Entretanto, o baixo nivel socioeconémico foi relacionado como um
fator de risco para o desenvolvimento do CECP por outros grupos de
pesquisadores, 21124 mas o perfil dos pacientes permanece o mesmo tanto em
paises pobres e em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos.?

A maior parte dos pacientes avaliados nesta pesquisa (66,7%) relataram um
intervalo de tempo superior ha um ano desde a ultima consulta odontolégica.
Segundo alguns autores, ha uma associacdo significativa entre a falta de
atendimento odontolégico e o desenvolvimento do cancer bucal.1225 Os resultados
destes estudos demonstraram que o mau estado da boca e dentes pode ser causa
independente do cancer de cabeca, pescoco e esdfago.l? Entretanto, o presente
estudo ndo encontrou tal relagdo, uma vez os pacientes dentados apresentaram
uma média de CPOD (10,7) menor do que a encontrada na populagdo adulta
brasileira (16,3).26 Além disso, ndo houve relacdo entre a frequencia de escovagao
e o desenvolvimento do tumor (Tabela 1).

Segundo a literatura, a graduacdo histopatolégica determina o
comportamento tumoral que ira refletir no prognostico dos pacientes, uma vez que
tumores indiferenciados apresentam maior indice de recidiva e desenvolvimento
de metastases.2l A maioria dos casos avaliados neste estudo apresentaram
classificagdo histopatolégica nos graus IIl e IV (66,4%), entretanto 69,2% estdo
livres de doenga ap6s 18 meses. Isto demonstra que a populacdo celular é
heterogénea e o comportamento do tumor nao pode ser determinado somente por

um ou outro parametro isoladamente e sim pelo somatério destes.
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Em geral, o diagnéstico do CECP é realizado em estagios tardios, quando os
tumores apresentam dimensdes maiores e consequentemente presenca de
metastases regionais, determinado um progndstico ruim para os pacientes.46.17
Entretanto, no presente estudo, 60,2% dos casos foram classificados como T1 e T2
e 59% sem metastases cervicais. Estes dados podem ser explicados por alguns
fatores, tais como: melhora no treinamento dos profissonais de saude para o
diagnostico destas lesdes; instrucdo do auto-exame em campanhas de prevengdo
de cancer de boca; e melhor acesso a servicos de referéncia em saude.

O perfil do paciente portador de CECP observado no presente estudo
assemelha-se ao de outras populagdes, entretanto o momento do diagnéstico esta

mudando, sendo realizado nos estagios iniciais da doenca.
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RESUMO

No carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco o CD44 e ALDH1 sao
utilizados para identificar uma populacio celular com caracteristicas semelhantes
as células tronco mesenquimais. Estas células sdo responsaveis pela formacdo e
crescimento do tumor, além de determinarem caracteristicas relevantes para o
prognostico. O objetivo deste estudo foi avaliar a imunoexpressdo de CD44 e
ALDH1 na zona de invasao e centro do tumor de carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco, bem como a relacio da imunomarcacdo com os parametros
clinicos dos tumores. Além disso, foi mensurada a distancia entre as ilhas tumorais
da zona de invasao e os vasos sanguineos. A amostra compreendeu 46 individuos
com tumores primarios. De toda a peca cirurgica foram eleitos blocos de parafina
mostrando a drea central do tumor e a zona de invasdo. A partir deste material foi
realizada a graduacgdo histopatoldégica e imunomarcacdo do CD44 e ALDH1. Nao
houve diferenca da distancia dos vasos sanguineos e as ilhas tumorais positivas e
negativas para o CD44 e ALDH1. A imunomarcac¢do para os dois anticorpos nao
apresentou diferenca entre as regides do tumor. A imunomarca¢do do CD44 foi
heterogénea entre os tumores e ndo apresentou relacio com os fatores de
prognostico. O ALDH1 mostrou relagdo direta com tamanho, presenca de
metastase regional e estadiamento clinico. Concluiu-se que nao ha diferenga no

perfil de imunomarcacdo do CD44 e ALDH1 entre as areas do tumor e somente a
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imunomarcacio positiva para ALDH1 pode identificar tumores de comportamento
agressivo.
Palavras-chave: CD44; ALDH1; Carcinoma Espinocelular de Cabeca e Pescoco;

Cancer de Boca

INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular é a neoplasia maligna mais comum da boca,
sendo que os tumores de boca e pescog¢o agrupados representam o sexto tipo de
cancer mais comum. Apesar dos avanc¢os no tratamento, a taxa de sobrevida em 3
anos para pacientes com doenca avancada ainda é de apenas 30-50%.1.2

A invasdo local e a formacdo de metastases sdo os parametros clinicos mais
relevantes para determinar o progndstico, e somente algumas células tumorais
possuem esta capacidade.345 Além disso, esta subpopulacdo celular apresenta
caracteristicas semelhantes as células tronco mesenquimais (CTM).6-11

Assim como em outros tipos de tumores soélidos, no carcinoma
espinocelular de cabeca e pescogo (CECP) foi identificada uma populacdo de
células que retém a propriedade de autorenovacdo semelhante as CTM.1215 As
células neoplasicas com caracteristicas de célula tronco podem ser isoladas da
populacdo total do tumor a partir da imunoexpressio de marcadores especificos
como o CD44 e aldeido desidrogenase (ALDH1).7.12.14,16-19

O CD44 consiste em um grupo polimérfico de glicoproteinas
transmembrana que agem na interacdo célula-célula e célula-matriz.1619-22 Q
principal ligante do CD44 é o acido hialuronico (HA), um abundante componente
da matriz extracelular.21.22 A interacdo CD44/HA ativa caracteristicas essenciais
para a progressdo tumoral, tais como proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e
invasdo celular.#22-26 Desta maneira, ha uma relacdo entre a imunomarcagao do
CD44 e o comportamento tumoral.+27-30

A aldeido desidrogenase (ALDH1) é uma enzima citosolica cuja principal
funcdo é a conversdo de retinaldeido em d&cido retinéico no processo de
metabolismo do retinol3132 Os produtos resultantes deste metabolismo
promovem a capacidade de autorenovacao nas CTM.33.34 Desta maneira, o ALDH1

também estd presente em células neopldsicas que possuem esta mesma
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capacidade de proliferacio?.151934-37 ¢ em tumores com comportamento clinico
agressivo.32333538-40

O objetivo do presente estudo foi avaliar e relacionar a imunoexpressao de
CD44 e ALDH1 na zona de invasdo e centro do tumor de carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco com os parametros clinicos dos tumores e mensurar a

distancia entre as ilhas tumorais da zona de invasao e os vasos sanguineos.

METODOLOGIA

De uma amostra inicial de 78 pacientes portadores de carcinoma
espinocelular de cabega e pescogo tratados no Ambulatério de Cirurgia de Cabeca e
Pesco¢o do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), foram selecionados 46
tumores primarios. As informacgdes clinicas dos tumores como localizacao,
tamanho, presenca de metastases cervicais e/ou a distiancia e o estadiamento
foram coletadas nos prontuarios do hospital.

De cada tumor foi selecionado um bloco de parafina contendo uma area de
centro do tumor e da zona de invasdo. De cada bloco de parafina foram realizados
trés cortes seriados de 3um cada um. Dois cortes foram utiliados para a
imunomarcacdo de CD44 e ALDH1 e outro para coloracdo por hematoxilina e
eosina (HE). A partir das laminas coradas por HE, os tumores foram graduados por
dois patologistas bucais (LCH e ALHC) de acordo com os critérios de Anneroth et
al.40 para o centro do tumor e Bryne et al.3 para a zona de invasdo. Desta maneira,
os tumores foram classificados em graus I, II, III e IV segundo suas caracteristicas
morfologicas em cada zona tumoral avaliada.

A técnica de imunoistoquimica para ambos os marcadores foi realizada
segundo protocolo do Angiogenesis Research Laboratory da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Michigan. Para os dois anticorpos a recuperacgao
antigénica foi desenvolvida com a Dako retrieval solution citrate pH6.0 (Dako,
Carpinteria, CA, USA) em banho-maria, a 95°C, por 40 minutos. Foi utilizado o
anticorpo anti-CD44s (clone EPR1013Y, coelho, Abcam, Washington, D.C., USA) na
diluicdo de 1:100 e o anticorpo anti-ALDH1 (clone 44, camundongo, BD
Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA) na concentracdo de 1:50. Para
o controle negativo utilizou-se soro ndo imune da mesma espécie animal de

desenvolvimento do anticorpo primario. O sistema de detec¢do empregado foi o
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Mach 3™ para anti-corpo primdario de camundongo ou coelho, marcado com
Horseradish peroxidase (Biocare Medical, Concord, CA, USA). Como cromoégeno foi
utilizada a diaminobenzidina (DAB). As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Mayer e montadas.

Foram consideradas positivas para o ALDH1 as células que apresentaram
imunomarcagdo em seu citoplasma. Para o CD44 foram consideradas positivas as
células com imunomarcacdo em membrana. A imunoexpressio de ambos
marcadores foi classificada em negativa - menos de 5% das células tumorais
marcadas e positiva - mais de 5% das células tumorais marcadas (Figuras 1 e 2).
Foram utilizados 2 casos de carcinoma espinocelular in situ para avaliacdo
descritiva dos marcadores.

A avaliagdo foi realizada em duas regides distintas do tumor: zona de
invasdo e centro do tumor. A zona de invasdo foi identificada como as primeiras
ilhas tumorais localizadas préximas a area de transicdo entre o epitélio adjacente e
tumor. Para determinacdo do centro do tumor, foram avaliadas as ilhas tumorais
localizadas na regido central da neoplasia, evitando areas de necrose.

Para a medida da distancia entre as ilhas da zona de invasao tumoral e os
vasos sanguineos foram capturadas imagens por meio de uma camera de video (Q-
Color5™, Olympus America, Inc, Center Valley, PA, USA) acoplada a um
microscopio, no aumento de 200x. As imagens foram registradas utilizando o
software QCapture Pro™ 5 (QImaging Co., Surrey, BC, Canada). De cada lamina
histolégica foram capturadas tantas imagens quanto o necessario para avalia¢do de
toda zona de invasdo tumoral. As imagens foram transferidas para o software
Image Pro-Plus 5.1 (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, Maryland, USA) onde foi
quantificada a distancia entre os vasos sanguineos e as ilhas tumorais positivas e
negativas para imunoexpressao de ambos marcadores estudados.

Todos os dados foram analisados no programa SPSS, versao 18. As variaveis
quantitativas foram submetidas ao teste de Kolmogorov-Smirnov, indicando ter
distribuicdo normal (p>0,05). Para a comparacao da distancia das ilhas tumorais
para os vasos sanguineos foi utilizado o teste t-student. Para verificacdo da
associacdo entre a imunoexpressdo dos marcadores com os parametros clinicos
dos tumores foi utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson e o teste Exato de

Fisher.
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A reprodutibilidade foi confirmada ao longo do estudo, onde a cada 20
laminas avaliadas (HE, CD44 e ALDH1), uma era sorteada para reavaliagcdo apds
um periodo de 7 dias (Kappa>0,7). Além disso, durante a avaliacdo das laminas
histolégicas, os examinadores estavam cegos para qual paciente pertencia o
material.

Todos os pacientes participantes foram informados dos objetivos e métodos
da pesquisa e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, bem
como o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA

(GPPG/HCPA n°09-315).

RESULTADOS

A maior parte dos tumores (67,4%) foi diagnosticada com menos de 4 cm
na sua maior dimensao (T1 e T2) e auséncia de metdstases regionais (NO).
Nenhum paciente apresentou metastase a distincia no momento da primeira
avaliacdo. Nao houve diferenga entre os dois critérios de graduagao histopatologica
utilizados (dados ndo mostrados). Para a avaliacdo da graduacdo histopatoldgica
com os demais parametros, foi utilizado o critério de Bryne et al.3 58,6% dos casos
apresentaram estadiamento clinico nos graus I e II. 89,2% dos tumores foram
classificados de acordo com suas caracteristicas histopatolégicas em graus Il e IV
(Tabela 1). A boca foi a localizagdo mais frequente, sendo os sitios mais acometidos
a lingua, 1abio inferior e assoalho (dados ndo mostrados).

A tabela 2 mostra que, no periodo de acompanhamento, 33 pacientes
estavam livres da doenca e 11 apresentaram recidiva, metastase ou evoluiram para
o 6bito. A maioria dos tumores apresentou média de distancia dos vasos abaixo de
200um. Esta medida ndo apresentou diferenca entre os tumores com
imunomarcagdo positiva e negativa para CD44 e ALDH1, bem como para os
parametros clinicos e histopatolégicos dos tumores (Tabela 3).

0 ALDH1 mostrou relacdo com tamanho, presenca de metastase regional e
estadiamento clinico. A imunomarca¢do do CD44 nio apresentou associacdo com
os parametros clinicos e histopatologicos dos tumores (Tabela 4). Nao houve
diferenga estatistica na avaliacdo dos marcadores ALDH1 e CD44 entre a zona de
invasdo e centro do tumor (dados ndo mostrados). Os casos de carcinoma

espinocelular in situ foram positivos para imunomarcac¢do do CD44 e ALDH1.
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Tabela 1: Descricdo dos dados de acordo com os pardmetros clinicos e
histopatolégicos dos tumores.

VARIAVEL n %
TAMANHO
1 13 283
2 18 39.1
3 9 19.6
4 6 13
NODULO
0 31 67.4
1,2e3 15 32.6
ESTAGIO
I 12 26
11 15 32.6
111 10 21.8
I\Y% 9 19.6
LOCALIZAGAO
Boca 30 65.2
Pescoco 16 34.8
GRADUAGAO
HISTOPATOLOGICA
11 5 10.8
111 17 37
I\ 24 52.2
TOTAL 46 100

Tabela 2: Descricao dos dados de acordo com o acompanhamento, estadiamento
clinico, graduacdo histopatolégica e imunomarcagdo de CD44 e ALDH1.

GRADUACAO

ACOB;[;’;\:::?;\:;ENTO ESTADIAMENTO HISTOPATOLOGICA ALDH1 CD44
n I II 111 1\ 11 111 v - + - +

Livre de doenga 33 9 13 5 6 4 13 16 20 13 16 17

Prognéstico ruim 11 3 2 3 3 1 3 7 4 7 4 7

Sem informagdo 2

TOTAL 46

Tabela 3: Média da distiancia entre as ilhas tumorais da zona de invasdo e vasos
sanguineos.

MEDIA DISTANCIA (um) ALDH1 CD44
Média negativo 79,7 85,13
Max. 225 219,8
Min. 9,7 9

Média positivo 87,3 79,2
Max. 174,9 174,2
Min. 23,7 21,7
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Tabela 4: Relacdo entre a imunomarcacdo de ALDH1 e CD44 com parametros
clinicos e histopatologicos dos tumores.

ALDH1 CD44
MARCADOR
Positivo Negativo Positivo Negativo

VARIAVEL n % n % p n % n % p
Tamanho

TleT2 10 323 21 67.7 18 58 13 42

T3 eT4 12 80 3 20 0,007 6 40 9 60 0.310
Nédulo

NO 10 323 21 67.7 17 54.8 14 45.2

N1,2 e3 12 80 3 20 0,007 7 46.7 8 53.3 0,696
Estadiamento

lell 7 26 20 74 16 59.3 11 40.7

llelV 15 78.9 4 211 0,001 8 421 11 57.9 0,289
Graduagdo
Histopatologica

11 3 60 2 40 3 60 2 40

llelV 19 46.3 22 53.7 0,845 21 51.2 20 48.8 0,264

TOTAL 46/100% 46/100%

Teste Qui-Quadrado de Pearson e teste Exato de Fisher, p<0,05

DISCUSSAO

Apesar dos avangos no diagndstico e tratamento do carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco, ainda existem lacunas na compreensido do
comportamento e progressao desta doenga. A imunomarcacdo do CD44 e ALDH1
localiza as células tumorais com fendtipo indiferenciado e capazes de proliferar
indefinidamente.#7.10.12,1416-18 Portanto, estes dois marcadores podem identificar
tumores com maior capacidade de invasio e desenvolvimento de metastases,
parametros clinicos importantes para a determinagdo do
progndstico.21,23,29,33,34,36,42

Dos 33 pacientes livres de doenga no periodo de acompanhamento de 18
meses, 22 foram classificados com estadiamento clinico I e II, bem como 29
apresentaram tumores com graduacdo histopatoldgica III e IV. A relacdo entre os
dados clinicos e histopatoldgicos dos tumores deste grupo, permite afirmar que, a
curto prazo, as caracteristicas clinicas s3o mais relevantes do que as
histopatolodgicas para a determinacdo do progndstico do paciente.

O oxigénio se difunde no tecido por uma distancia média de 100-200um dos
vasos sanguineos,*3 o que explica a média de distancia dos vasos encontrada neste
estudo abaixo de 100um. Porém, esta medida nio apresentou diferenca entre os
tumores com imunomarcacdo positiva e negativa para CD44 e ALDH1, bem como

para os parametros clinicos e histopatolégicos dos tumores. Este dado evidencia
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que independentemente do comportamento clinico do tumor e grau de
diferenciacdo, todas as células tumorais estdo localizadas em um meio ambiente
propicio para proliferacdo e desenvolvimento da neoplasia.

As células mais indiferenciadas e responsaveis pela invasio e formacao de
metastases estariam localizadas no fronte de invasdo do tumor,34> portanto seria
de se esperar uma imunomarcacdo para o CD44 e ALDH1 diferente entre esta
regido e o centro do tumor. Entretanto, no presente estudo, ndo houve diferenca
estatistica na imunomarcacao entre as areas do tumor, bem como entre os dois
critérios de graduagdo histopatolégica utilizados. Estes dados sugerem que o perfil
da populacdo celular nao difere entre as diferentes regides do tumor, uma vez que
a imunomarcacdo de CD44 e ALDH1 evidencia as células neopladsicas com
comportamento mais agressivo.47.10,12,14,16-18

A familia do CD44 é composta por varias isoformas, sendo todas as
variantes reconhecidas pelo anticorpo utilizado neste estudo. Entretanto, apesar
de utilizar o mesmo clone do anticorpo, estudos apresentam resultados distintos.
Enquanto alguns estudos encontraram relagao entre a imunomarcagao positiva do
CD44s com o pior prognoéstico do CECP,17.24.284445 outros observaram que a perda
do CD44s indicaria menor sobrevida dos pacientes.394647 No presente estudo este
marcador nio apresentou relacio com os parametros clinicos relativos ao
prognostico dos tumores, resultado que concorda com outros estudos na
literatura.27.29 Estes achados variados podem ser explicados pelo fato da populagao
tumoral ser heterogénea e estar em estagios distintos da carcinogénese.

Num primeiro momento, a ligacdo do CD44 ao acido hialuroénico da matriz
extracelular estabiliza a célula neoplasica, estimulando a proliferacio e
consequentemente o crescimento da ilha tumoral.242¢ Por outro lado, a perda da
expressao do CD44 indicaria um segundo passo da progressdo tumoral, em que as
células perdem a adesdo célula-célula e célula-matriz facilitando a invasdo e
migracdo das células neopldsicas.1620.22.24-26 Esta relacdo entre a interagdo
CD44/HA e o estimulo da proliferacdo celular pode ser observado no presente
estudo por meio da avaliacdo do perfil de imunomarcacdo do CD44 nos casos de
carcinoma in situ. Estes casos estdo num periodo do desenvolvimento tumoral em
que a proliferacdo predomina sobre a mobilidade celular e invasdo, portanto as

células estdo positivas para imunoexpressao do CD44.
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Em tumores invasivos, o CD44 apresentou distribuicio dos casos
semelhante entre a imunomarcacao positiva e negativa. Este resultado pode ser
devido a caracteristica da populagao tumoral ser heterogénea, contendo células em
diferentes estdgios de maturacdo e proliferacdo. Enquanto numa area do tumor
predomina a proliferacdo e consequentemente a imunomarcacao positiva do CD44,
em outra regido esta molécula de adesdo esta ausente, caracterizando células com
fenotipo de mobilidade e capacidade de invasdo.12.4445

No presente estudo, a imunomarcagao do ALDH1 apresentou relagdo com
parametros importantes para a determinagdo do prognostico, tais como tamanho
do tumor, presenca de metastases regionais e estadiamento clinico. Os tumores
com imunomarcacdo positiva para o ALDH1 apresentaram tamanho maior no
momento do diagnostico e presenca de metastase regional, resultando em um
estadiamento clinico mais avancado.

O ALDH1 foi negativo para a maior parte dos os pacientes livres de doenga,
evidenciando a relacdo entre a auséncia de ALDH1 com tumores de
comportamento menos agressivo. Este resultado concorda com a literatura na
medida que a imunomarcacdo positiva do ALDH1 indica tumores com maior
potencial proliferativo e comportamento clinico agressivo.32333538-40 A
identificacdo dos tumores mais indiferenciados pela imunomarcacio da ALDH1 é
devido a presenca desta enzima em células com capacidade de autorevocido e
proliferacdo por tempo indefinido responsaveis pela manutencdo do tumor. 31-34

De acordo com os resultados deste estudo, concluimos que nao ha diferenga
no perfil de imunomarcacido do CD44 e ALDH1 entre as areas do tumor. Bem como,
ndo ha diferenca na distancia das ilhas tumorais positivas e negativas para os vasos
sanguineos. Dos marcadores estudados, somente a imunomarcagao positiva para

ALDH1 pode identificar tumores de comportamento agressivo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os paises em desenvolvimento apresentam maior incidéncia de carcinomas
espinocelulares de cabeca e pesco¢o (CECP) (1,2,3). Na América do Sul, a regido
que compreende Argentina, sul do Brasil e Uruguai tem os niveis mais elevados de
incidéncia desta neoplasia, sendo que no Brasil sdo observadas as maiores taxas
(4,5). Na populagdo brasileira, o CECP é o sétimo tipo de cancer mais comum e a
estimativa para o ano de 2010 é de 14.120 casos novos (3). A distribui¢ao de casos
novos é heterogénea entre os estados e capitais do pais, entretanto, as regides
Sudeste e Sul apresentam maiores taxas de incidéncia, em especial, as cidades de
Sao Paulo e Porto Alegre (5).

O perfil dos pacientes avaliados neste estudo foi semelhante ao relatado na
literatura, apresentando média de idade de 57,6 anos, sendo a maioria homens
(80,8%), brancos (83,3%), fumantes atuais ou ex-fumantes (94,8%) e consumo
moderado ou severo de bebidas alcdolicas (82%). Um aspecto interessante foi o
fato de nao haver diferenca para o desenvolvimento do CECP entre individuos
fumantes atuais e ex-fumantes (47,43% para ambos), sugerindo que os efeitos
carcinogénicos do tabaco sdo cumulativos. Portanto, mesmo sem exposicdo atual
ao fumo, o paciente continua sendo considerado como de risco para o
desevolvimento desta neoplasia. Além disso, 18 pacientes cessaram o habito de
fumar ha menos de 1 ano da data de diagnéstico do tumor.

Grande parte da amostra deste estudo apresentou baixo nivel
socioecondmico (56,4%) e poucos anos de estudo (80,8%). As desigualdades
sociais podem ser consideradas como fator de risco para o desenvolvimento do
tumor, uma vez que o baixo nivel socioecondmico estad relacionado com habitos
que afetam o comportamento e estilo de vida (2,6).

A localizacdo mais frequente dos tumores foi a boca (73%), sendo a lingua o
sitio mais acometido (26,9%). Quanto a graduac¢do histopatolégica, 57,7% dos
tumores foram classificados em graus III e IV. Entretanto, os tumores foram
diagnosticados em estagios inicais da doenga, sendo 60,2% dos casos classificados
como Tl ou T2 e 59% ndo apresentaram metastases regionais. Isto pode

evidenciar uma possivel melhora nos procedimentos de diagnéstico, bem como o
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treinamento dos profissionais e acesso aos servicos de referéncia em saude. A
longo prazo estas mudancas observadas podem diminuir a morbidade e
mortalidade desta neoplasia maligna.

Apesar dos avangos no diagnéstico do CECP, ainda existem lacunas na
compreensdao do comportamento e progressdo desta doenca. A partir da
evidenciacdo de células tronco mesenquimais (CTM) em tecidos adultos, surgiu a
hipdtese de que nos tumores malignos também existam células com capacidade de
sustentar a neoplasia assim como as CTM mantém o tecido sadio. Com a evolucio
das pesquisas, foi possivel diferenciar as células com caracteristicas de CTM das
demais células neoplasicas. Além disso os estudos provaram que estas células tém
capacidade de perpetuacdo e podem reproduzir o tumor de origem a patir da
implantacdo de um pequeno niumero de células (7-13).

A imunomarcacao do CD44 e ALDH1 pode identificar as células tumorais
com fendtipo indiferenciado e capazes de proliferar indefinidamente, evidenciando
tumores com maior capacidade de invasio e desenvolvimento de metastases,
parametros clinicos importantes para a determinagdo do prognoéstico (9,13,14,15-
18).

A familia do CD44 é composta por varias isoformas, sendo todas as
variantes reconhecidas pelo anticorpo utilizado neste estudo. Entretanto, apesar
de utilizar o mesmo clone do anticorpo, estudos apresentam resultados distintos.
Enquanto alguns estudos encontraram relacdo entre a imunomarcagio positiva do
CD44s com o pior prognostico do CECP (17,19,20-22), outros observaram que a
perda do CD44s indicaria menor sobrevida dos pacientes (23-25). No presente
estudo este marcador nio apresentou relacio com os parametros clinicos relativos
ao progndstico dos tumores, resultado que concorda com outros estudos na
literatura (26,27). Estes achados variados podem ser explicados pelo fato da
populacdo tumoral ser heterogénea e estar em momentos distintos da
carcinogénese, portanto a presenca do CD44 evidencia células em proliferacao
enquanto que sua auséncia, células com capacidade de mobilidade no meio
extracelular e capacidade de invasao.

A imunomarcacdo de ALDH1 identifica células com capacidade de auto
renovagdo e potencial de proliferacdo por maior periodo de tempo, caracteriticas

semelhantes as CTM (14). No presente estudo, a imunomarcacdo do ALDH1
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apresentou relagdo com parametros importantes para a determinagdo do
prognostico, tais como tamanho do tumor, presenca de metdstases regionais e
estadiamento clinico. Os tumores com imunomarcacdo positiva para o ALDH1
apresentaram tamanho maior no momento do diagnéstico e presenca de metastase
regional, resultando em um estadiamento clinico mais avangado.

0 ALDH1 foi negativo para a maior parte dos os pacientes livres de doenca,
evidenciando a relagdo entre da auséncia de ALDH1 com tumores de
comportamento menos agressivo. Este resultado concorda com a literatura na
medida que a imunomarcacdo positiva do ALDH1 indica tumores com maior
potencial proliferativo e comportamento clinico agressivo (23,28-31).

As células mais indiferenciadas e responsaveis pela invasdo e formacao de
metastases estariam localizadas no fronte de invasdao do tumor (32-34), portanto
seria de se esperar uma imunomarcacdo para o CD44 e ALDH1 diferente entre esta
regiao e o centro do tumor. Entretanto, no presente estudo, ndo houve diferenca
estatistica na imunomarcagao entre as areas do tumor, bem como entre os dois
critérios de graduacdo histopatolégica utilizados. Estes dados sugerem que o perfil
da populacgado celular ndo difere entre as diferentes regides do tumor

0 oxigénio se difunde no tecido por uma distancia média de 100-200um dos
vasos sanguineos (35), o que explica a média de distancia dos vasos encontrada
neste estudo abaixo de 100um. Porém, esta medida ndo apresentou diferenga entre
os tumores com imunomarcacdo positiva e negativa para CD44 e ALDH1, bem
como para os parametros clinicos e histopatolégicos dos tumores. Este dado
evidencia que independentemente do comportamento clinico do tumor e grau de
indiferenciacdo, todas as células tumorais estio localizadas em um meio ambiente
propicio para proliferacio e desenvolvimento da neoplasia.

A imunomarcacdo de CD44 e ALDH1 pode identificar células tumorais com
comportamento diferenciado das demais, porém para afirmar que estas células
identificadas sdo as verdadeiras células tronco tumorais ha necessidade de utilizar

outros marcadores imunoistoquimicos ou diferentes técnicas em associacao.
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