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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Carcinomas de cabeca e pescogco (CECP) sdo o sexto tipo de cancer mais
comum e 95% destes tumores sdo do tipo espinocelulares. Na América do Sul,
Argentina, sul do Brasil e Uruguai apresentam os niveis mais altos de incidéncia de
CECP sendo as maiores taxas encontradas no sul do Brasil. 1 Para o ano de 2010, a
estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) é de 14.120 novos casos sendo
10.330 em homens e 3.790 em mulheres. Os homens acima de 45 anos representam o
grupo mais acometido por esta neoplasia sendo ela o quinto tipo mais comum de
cancer nestes individuos. 2

0 uso de tabaco e o de alcool é reconhecido mundialmente como o fator de
risco mais importante associado ao desenvolvimento desta doenca ocorrendo um
sinergismo entre ambos. Aspectos como nivel socioeconémico, condigdo bucal e
qualidade de vida tém sido relatados como também possiveis fatores de risco para o
desenvolvimento do CECP. 3

Mesmo com diversos estudos no campo da carcinogénese oral, a taxa de
sobrevida em cinco anos para esta neoplasia é baixa nao sendo registrado aumento
significativo nos ultimos 30 anos. 45 Um dos aspectos importantes para este fato é
pelo desenvolvimento de segundos tumores primarios (SPTs), recorréncias locais
(LRs) e de metastases. A média de SPTs é de 2% a 3% de novos casos por ano e LRs
aparecem em 10% a 30% dos casos, mesmo com margens livres de tumor apds a
cirurgia. 7- Tanto SPTs quanto LRs ndo se originam de maneira independente uma
vez que ambos tumores apresentam a mesma origem clonal. 8 910

A existéncia de um campo “pré-neopldsico” chamado de campo de
cancerizacdo foi descrito primeiramente por Slaughter em 1957. 11 Em seu estudo
com 783 bidpsias de carcinomas espinocelulares de boca, utilizou este termo para
denominar o tecido aparentemente normal que circunda os tumores, também
alterado pela acdo dos carcinégenos. O chamado campo de cancerizacdo seria
responsavel pelo aparecimento de novos tumores (recorréncias locais e segundos
tumores primarios) uma vez que o epitélio remanescente apds a remog¢ao cirdrgica do

tumor continuaria exposto a estes carcindgenos e assim ja apresentaria algumas



altera¢des genéticas semelhantes as tumorais podendo ou nao apresentar alteracdes
morfologicas. 12-13-14

A identificacdo destas areas alteradas é um importante instrumento para a
melhora dos indices de sobrevida assim como a escolha de um tratamento menos
agressivo. O aparecimento de STPs e LRs indica um pior curso da doenga para o
paciente e detectar as alteragdes precoces no tecido adjacente ao tumor representa a
melhor alternativa para o aumento da sobrevida. 12-15-16

0 modelo hoje aceito para o desenvolvimento do cdncer é o chamado
hierarquico no qual um pequeno percentual das células é responsavel por seu
crescimento enquanto as demais possuem potencial replicativo limitado. 17 Nesta
hierarquia de desenvolvimento existe no tumor um percentual de células com
capacidade de auto-renovacao e diferenciacao sugerindo que esta pequena populagdo
celular possui caracteristicas de células tipo tronco mesenquimais sendo
responsaveis pelo crescimento, recorréncias e metastases tumorais. 18-1% Diversos
estudos sugerem a caracterizacdo destas células através da evidenciacdo da enzima
aldeido desidrogenase (ALDH1) e da molécula de adesdo de superficie CD44. 18-19-20-
21-22-23-24
CD44:

As moléculas de adesdo atuam na sinalizagdo entre o interior e o exterior das
células e estdo envolvidas nos processos de crescimento, proliferacdo e migracdo
celular. 25> Dentre estas moléculas, destaca-se o CD44 que pertence a um grupo
polimorfo de glicoproteinas transmembrana que agem na interacdo célula-célula e
célula-matriz. 26 Na organiza¢do genOomica 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 regides, ligam-se de maneira aleatéria formando
multiplas isoformas de tamanhos diferentes (CD44v). 27

Uma vez que é definida como uma molécula de adesdo, o CD44 mantém ligacdo
com diversas proteinas da matriz extracelular sendo o acido hialurdnico seu ligante
principal. A ligagdo entre acido hialuronico e CD44 promove proliferagdo, migragao e
invasao, elementos chave na carcinogénese uma vez que em uma neoplasia existe um
descontrole tanto da adesdo quanto da proliferacdo celular. 27-28 Estando o CD44

relacionado também com a proliferacdo, sua imunomarcacio é positiva nas camadas



basal e parabasal dos epitélios sadios, com auséncia nas camadas superficiais.?9-30-31
Epitélios displasicos podem apresentar diferenca neste padrao, apresentando-se mais
irregular e presente nas camadas mais superficiais. 33

Mediante as caracteristicas acima descritas, a imunomarcacdo tanto do CD44s
quanto das suas isoformas foram relacionadas com a progressdo de alguns tumores
em diversos estudos associando sua auséncia com o aparecimento de metastases. 32-
33-3¢-35 Em carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco, a principal corrente
sugere que existe uma perda do CD44 no processo da carcinogénese e uma expressao
heterogénea nos tumores. 33

Uma vez que os epitélios adjacentes aos tumores aparentemente constituem a
origem das recorréncias locais e segundos tumores primadrios, a auséncia da
imunomarcacdo de CD44 neste tecido tem sido relacionada com os eventos iniciais da
carcinogénese. 1> Evidenciar esta molécula nos epitélios adjacentes pode ser ttil tanto
no diagnostico precoce como na melhora da sobrevida. Este aspecto contribui para
um melhor entendimento dos mecanismos que levardo ao desenvolvimento do
fendtipo maligno. 36
ALDH1:

A familia da enzima aldeido desidrogenase (ALDH) consiste de 19 genes em
localizagdes cromossdmicas distintas. 37 Muitos genes codificadores da ALDH em
mamiferos ja foram identificados assim como suas isoformas e 17 destas ja foram
descritas. 38 A isoforma predominante desta enzima é ALDH1 que converte a vitamina
A em Aacido retindico, fundamental na homeostase e desenvolvimento dos mamiferos.
39 Atua nos estagios iniciais da diferenciacdo e por isto foi evidenciada como um
marcador de células que exibem propriedades de auto-renovacdo tanto em processos
fisioldgicos quanto em patolégicos. 23

Em tecidos epiteliais, a presenca da ALDH1 é observada principalmente nas
camadas basal e parabasal, mas podem ocorrer variacdes desta imunomarcacao
dentre os tecidos de mesma origem como nos epitélios de revestimento. 40

A primeira evidéncia de que a presenca de ALDH1 estaria relacionada com
células indiferenciadas foi em células tronco hematopoiéticas e a partir desta
constatacdo é que ALDH1 tem sido identificada como um possivel marcador de

células com caracteristicas de células tronco mesenquimais. 41-42-43



Uma vez que ha evidéncias de na populacdo tumoral existir um pequeno
percentual de células responsaveis pela progressio e manutencdo do tumor, a
imunomarcacdo de ALDH1 foi estudada por alguns grupos como um marcador
prognostico em tumores epiteliais, sendo as células imunopositivas aquelas com
caracteristicas de células tronco tumorais. Entretanto, em tecidos epiteliais com
imunomarcagdo positiva em mais de 10% das células, a presenca da ALDH1 ndo
poderia ser considerada valida para a evidenciacdo das células tipo tronco tumorais
tanto nos tumores quanto nos epitélios ndo tumorais correspondentes. 40

A idéia de que existem células com caracteristicas de células tronco
mesenquimais na populacdo tumoral permite melhor entender a progressao dos
tumores bem como o desenvolvimento de terapéuticas mais adequadas. 23 A primeira
evidéncia da existéncia de células do tipo tronco tumorais em tumores sélidos foi em
um estudo em tumores de mama e desde entdo estudos em diversos tumores solidos,
incluindo os CECP, tém utilizado a ALDH1 como um possivel marcador de células com

caracteristicas de células do tipo tronco tumorais.22-44



OBJETIVOS

1.

Identificar o perfil s6cio demografico dos portadores de CECP e observar as
caracteristicas clinicas e histopatolégicas do tumor;

Classificar os epitélios ndo neoplasicos a carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco quanto a sua morfologia, quanto a imunomarcagido de CD44 e

ALDH1 e compara-las com as caracteristicas e imunomarcacdes do tumor;

10



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Warnakulasuriya S. Global epidemiology of oral and oropharyngeal cancer

Oral Oncology 2009:45: 309-16

2. Estimativa 2010: Incidéncia de Cancer no Brasil, Instituto Nacional de Cancer,

Ministério da Saude, http://www.inca.gov.br. Acessado em julho de 2011

3. Scully C, Bagan ]V; Oral squamous cell carcinoma: overview of current
understanding of aetiopathogenesis and clinical implications. Oral Diseases 2009; 15:

388-99

4. Tabor MP, Brakenhoff RH, Ruijter-Schippers HJ, van der Wal JE, Snow GB; Leemans
RC, Braakhuis JM. Multiple head and neck tumors frequently originate from a single

preneoplastic lesion. Am J Pathol 2002;161(3):1051-60

5. Kokko LL, Hurme S, Maula SM, Alanen K, Grénman R, Kinnunen I, Venteld S.
Significance of site-specific prognosis of cancer stem cell marker CD44 in head and

neck squamous-cell carcinoma. Oral Oncol 2011;47(6):510-6.

6. Leemans CR, Tiwari R, Nauta J], van der Waal I, Snow GB. Recurrence at the primary
site in head and neck cancer and the significance of neck lymph node metastases as a

prognostic factor. Cancer. 1994;73(1):187-90

7.Braakhuis BJM, Tabor MP, Leemans CR, van der Waal I, Snow GB, Brakenhoff RH.
Second primary tumors and field cancerization in oral and oropharyngeal cancer:
molecular techniques provide new insights and definitions. Head Neck 2002; 24:198-
06

11



8. Wang SJ], Bourguignon LY. Role of hyaluronan-mediated CD44 signaling in head and
neck squamous cell carcinoma progression and chemoresistance. Am | Pathol. 2011

178(3):956-63

9. Scholes AG, Woolgar JA, Boyle MA, Brown |S, Vaughan ED, Hart CA, Jones AS, Field
JK. Synchronous oral carcinomas: independent or common clonal origin? Cancer Res.

1998 1;58(9):2003-06

10. Bedi GC, Westra WH, Gabrielson E, Koch W, Sidransky D. Multiple head and neck

tumors: evidence for a common clonal origin. Cancer Res. 1996 1;56 (11):2484-87

11. Slaughter DP, Southwick HW, Smejkal, W. Field cancerization in oral stratified
squamous epithelium; clinical implications of multicentric origin. Cancer. 1953

6(5):963-68

12. Califano ], van der Riet P, Westra W, Nawroz H, Clayman G, Piantadosi S, Corio R,
Lee D, Greenberg B, Koch W, Sidransky D. Genetic progression model for head and

neck cancer: implications for field cancerization. Cancer Res. 1996 56(11):2488-92

13. Tabor MP, Brakenhoff RH, van Houten VM, Kummer JA, Snel MH, Snijders PJ], Snow
GB, Leemans CR, Braakhuis BJ. Persistence of genetically altered fields in head and
neck cancer patients: biological and clinical implications. Clin Cancer Res. 2001

Jun;7(6):1523-32

14. Tabor MP, Brakenhoff RH, Ruijter-Schippers HJ], Kummer JA, Leemans CR,
Braakhuis BJ. Genetically altered fields as origin of locally recurrent head and neck

cancer: a retrospective study. Clin Cancer Res. 2004 1;10(11):3607-13

15. Gonzalez-Garcia R, Naval-Gias L, Roman-Romero L, Sastre-Pérez ], Rodriguez-

Campo FJ. Local recurrences and second primary tumors from squamous cell

12



carcinoma of the oral cavity: a retrospective analytic study of 500 patients. Head

Neck. 2009 Sep;31(9):1168-80

16. van der Waal I, de Bree R. Second primary tumours in oral cancer. Oral Oncol.

2010 Jun;46(6):426-28.

17. Reya, T., Morrison, S. |., Clarke, M. F., & Weissman, I. L. Stem cells, cancer, and

cancer stem cells. Nature 2001 414:105-11

18. Prince ME, Sivanandan R, Kaczorowski A, et al. Identification of a subpopulation of

cells with cancer stem cell properties in head and neck squamous cell carcinoma. Proc

Natl Acad Sci 2007;104:973—78

19. Harper LJ; Piper K; Common J; Fortune F; Mackenzie IC. Stem cell patterns in cell
lines derived from head and neck squamous cell carcinoma. J Oral Pathol Med 2007

36:594-03

20. Oliveira LR; Oliveira-Costa JP; Aratjo IM; Soave DF; Zanetti JS; Soares FA;
Zucoloto S; Ribeiro-Silva A. Cancer stem cell immunophenotypes in oral squamous

cell carcinoma. J Oral Pathol Med 2011 40: 135-42

21. Ha PK, Chang SS, Glazer CA, Califano JA, Sidransky D. Molecular techniques and
genetic alterations in head and neck cancer. Oral Oncol. 2009 45(4-5):335-39

22. Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A, Morrison SJ, Clarke MF. Prospective
identification of tumorigenic breast cancer cells. Proc Natl Acad Sci 2003 100:3983-
88

23. Sayed SI, Dwivedi RC, Katna R, Garg A, Pathak KA, Nutting CM, Rhys-Evans P,
Harrington K], Kazi R. Implications of understanding cancer stem cell (CSC) biology in

head and neck squamous cell cancer. Oral Oncol. 2011 47(4):237-43

13



24. Joshua B, Kaplan M], Doweck I, Pai R, Weissman IL, Prince ME, Ailles LE.
Frequency of cells expressing CD44, a Head and Neck cancer stem cell marker:

Correlation with tumor aggressiveness. Head Neck. 2011 Feb 14.

25. Lyons A], Jones ]. Cell adhesion molecules, the extracellular matrix and oral

squamous carcinoma. IntJ Oral Maxillofac Surg. 2007 36(8):671-79

26. Georgolios A, Batistatou A, Charalabopoulos A, Manolopoulos L, Charalabopoulos
K. The role of CD44 adhesion molecule in oral cavity cancer. Exp Oncol. 2006

28(2):94-8

27. Oliveira DT, Sherriff M, Odell EW. Expression of CD44 variant exons by primary

and metastatic oral squamous carcinomas. J Oral Pathol Med 1998; 27:303-7

28. Varki A, Cummings RD, Esko ]D, Freeze HH, , Stanley P, Bertozzi CR, Etzer ME.
Essentials of glycobiology 2009; Cold Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Cap 15, 37 e 44.

29. Stoll C, Baretton G, Soost F, Terpe HJ, Domide P, Lohrs U. Prognostic importance of
the expression of CD44 splice variants in oral squamous cell carcinomas. Oral Oncol.

1999 35(5):484-89

30. Hirvikoski P, Tammi R, Kumpulainen E, Virtaniemi J, Parkkinen J]J, Tammi M,
Johansson R, Agren U, Karhunen ], Kosma VM. Irregular expression of hyaluronan and
its CD44 receptor is associated with metastatic phenotype in laryngeal squamous cell

carcinoma. Virchows Arch. 1999 434(1):37-44

31. Sato S, Miyauchi M, Takekoshi T, Zhao M, Kudo Y, Ogawa I, Kitagawa S, Fujita M,
Takata T. Reduced expression of CD44 variant 9 is related to lymph node metastasis

and poor survival in squamous cell carcinoma of tongue. Oral Oncol. 2000 36(6):545-

9.

14



32. 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. PatholResPract 2011

33. Bankfalvi A, Krassort M, Buchwalow IB, Végh A, Felszeghy E, Piffké J. Gains and
losses of adhesion molecules (CD44, E-cadherin, and beta-catenin) during oral

carcinogenesis and tumour progression. J/ Pathol. 2002 198(3):343-51

34. Rautava ], Soukka T, Inki P, Leimola-Virtanen R, Saloniemi I, Happonen RP,
Heikinheimo K. CD44v6 in developing, dysplastic and malignant oral epithelia. Oral
Oncol. 2003 39(4):373-79

35. Carinci F, Stabellini G, Calvitti M, Pelucchi S, Targa L, Farina A, Pezzetti F, Pastore
A. CD44 as prognostic factor in oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma. J

Craniofac Surg. 2002 13(1):85-89

36. Wang SJ, Bourguignon LYW. Role of hyaluronan-mediated CD44 signaling in head
and neck squamous cell carcinoma progression and chemoresistance. The American

Journal Pathol 2011 178(3): 956-63

37.Black W], Stagos D, Marchitti SA. Nebert DW, Tipton KF, Bairoch A, Vasiliou V.
Human aldehyde deshydrogenase genes: alternatively spliced transcriptional variants

and their suggested nomenclature. Pharmacogenet Genomics. 2009 19(11) 893-02

38. Sladek NE. Human aldehyde dehydrogenases: potential pathological,
pharmacological, and toxicological impact. ] Biochem Mol Toxicol. 2003;17(1):7-23

39. Ma [, Allan AL. The role of human aldehyde dehydrogenase in normal and cancer

stem cells. Stem Cell Rev. 2011 7(2):292-06

40. 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, Biitzow R, Coukos G, Zhang L. Distinct expression

15



levels and patterns of stem cell marker, aldehyde dehydrogenase isoform 1 (ALDH1),
in human epithelial cancers. Plos One. 2010 21;5(4):e10277

41. Kastan MB, Schlaffer E, Russo JE, Colvin OM, Civin CI, Hilton ]. Direct
demonstration of elevated aldehyde dehydrogenase in human hematopoietic

progenitor cells. Blood. 1990 15;75(10):1947-50

42. Clay MR, Tabor M, Owen JH, 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 dehydrogenase. Head Neck. 2010 32(9):1195-201

43. Krishnamurthy S, Dong Z, Vodopyanov D, Imai A, Helman JI, Prince ME, Wicha MS,
Nor JE. Endothelial cell-initiated signaling promotes the survival and self-renewal of

cancer stem cells. Cancer Res. 2010 1;70(23):9969-78.

44. 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(5):555-67

16



ARTIGO 1

Artigo apresentado de acordo com as normas do periédico Head and Neck (Qualis

Odontologia A1 - Ano base 2008, Fator de Impacto 2.182).

PERFIL SOCIO DEMOGRAFICO E CONDICOES BUCAIS DE PACIENTES PORTADORES
DE CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CABECA E PESCOCO ATENDIDOS EM
HOSPITAL DE REFERENCIA DO SUL DO BRASIL.

Ana Luisa Carvalho!*; Laura de Campos Hildebrand!*; Alex Nogueira Hass?; Isabel da

Silva Lauxen?!; Manoel Sant’Ana Filho.

1. Patologia Bucal, Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
2. Periodontia, Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

*Ambos autores contribuiram da mesma maneira para a realizagdo do artigo

RESUMO

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

Objetivo: Avaliar o perfil s6cio demografico e condi¢cdes 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, educacdo, habitos de higiene bucal, nivel s6cio-econdmico e historia
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 populacdo 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 alcoéolicas (82%). Os pacientes apresentaram baixo nivel s6cio-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% ndo apresentaram

17



metdstases regionais. A localizagdo mais freqiiente foi a boca (73%), sendo a lingua o
sitio mais acometido (26,9%). Quanto a classificagdo histopatoldgica, 57,7% dos
tumores foram classificados em graus Il e IV.

Conclusdo: O perfil do paciente portador de CECP observado no presente estudo
assemelha-se ao de outras populacgées, entretanto o momento do diagnoéstico esta
mudando, sendo realizado nos estagios iniciais da doenca.

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

etiologia; incidéncia.

INTRODUCAO

Os paises em desenvolvimento, como Brasil, Paquistdo e India, apresentam
maior incidéncia de carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo (CECP) do que
paises desenvolvidos.1* 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.>¢

Na populacdo brasileira, o CECP é o sétimo tipo de cancer 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.? Os homens brasileiros apresentam o terceiro maior
risco para desenvolvimento do cancer de boca no mundo, apés a Franca e India.2¢ A
distribuicdo 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.¢

0O consumo de alcool e tabaco representa um dos principais fatores de risco
para estes tumores>9 e geralmente sdo consumidos juntos. Esta associagdo aumenta
significativamente o risco para o desenvolvimento do cdncer, uma vez que uma das
caracteriticas do alcool é a sua capacidade de modificar a permeabilidade da mucosa
facilitando a penetracdo de substancias carcinogénicas presentes no fumo.”10 A
higiene oral também ¢é relatada como possivel fator de risco.l2% 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
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O diagnéstico precoce é possivel a partir de um correto exame da boca e
orofaringe, entretanto, a maioria dos tumores ainda é diagnosticada num momento
tardio, quando a doenga estd em estagio avangado. 46 Tal fato contribui para as baixas
taxas de sobrevida em cinco anos, assim como para um tratamento mais agressivo.
2,6,12,13

O sistema TNM de classificacdo da American Joint Committee on Cancer
(AJCC)4 tem como objetivo ajudar profissionais da satide e pesquisadores a escolher
opgdes de tratamento, estimar o prognéstico e comparar resultados de diferentes
terapias.15 Esta classificacdo baseia-se nas caracteristicas clinicas da lesido como
tamanho do tumor em sua maior extensdo (T), presenca de metastases regionais (N)
e presenca de metastases a distancia (M). Quando esta classificacdo é realizada antes
do tratamento cirugico, é referido como TNM clinico (cTNM), e quando realizada ap6s
0 exame histopatolégico do tecido ressecado é referido como TNM patologico
(pTNM).16

Além das caracteristicas clinicas do tumor, a graduacdo histopatologica,
exposicao aos fatores de risco, idade do paciente e tipo de tratamento sdo aspectos
envolvidos no prognoéstico.1>17-19 O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil sécio
demografico e condi¢des bucais dos pacientes, bem como as caracteristicas clinicas e

histopatologicas 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 Cabega
e Pescoco 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 diagndstico 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 sdcio demograficos e comportamentais. Foram obtidas
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informacdes como sexo, idade, cor da pele, estado civil e educacio, além de habitos de
higiene bucal, fumo, consumo de bebidas alcodlicas, percepcao das condi¢des bucais,
nivel s6cio-econdmico, histéria médica e odontoldgica.

Exame Clinico:

Os pacientes foram examinados para obtenc¢do de informa¢des como uso de
préoteses dentdrias removiveis (protese total/parcial, superior/inferior) e suas
condi¢des dentarias (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 cirurgico associado a radioterapia;

- Somente radioterapia;

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

- Nenhum tratamento.

Apé6s 18 meses do inicio do estudo, foi realizado um acompanhamento dos
pacientes participantes a partir das informacdes contidas nos prontudrios.
Graduagdo Histopatoldgica:

A graduacdo histopatoldgica 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
populacdo 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.
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A exposicdo 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 nimero de macos de cigarros consumidos por dia pelo niimero
de anos de habito (n° magos/dia X n° anos de habito X 365 dias). A exposi¢do 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 cachaga (bebida alcodlica tipica brasileira, do tipo destilada,
produzida a partir da cana de agicar) 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 analise 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 variaveis categoricas. Médias e desvios-padrao (DP)

foram relatados para variaveis 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 histéria de consumo moderado ou severo de bebidas alcélicas (82%).

Outras caracteristicas comuns aos pacientes avaliados foram o baixo nivel sécio
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econdmico (56,4%), poucos anos de estudo (80,8%) e mais de 1 ano sem consulta
odontolégica (66,7%). O tratamento mais freqliente para o carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco foi a intervencdo cirtirgica associada ou ndo a radioterapia
(83,6%). Outras informagodes 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 proéteses. Quanto ao uso de proteses
dentarias removiveis, 65,4% dos pacientes usam e 34,6% ndo. 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 localizagdo mais freqiiente 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 3

e 4 (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

Nédo-branco 13 16.7
Estado Civil

Casado 48 61.5

Solteiro/divorciado 19 24.4

Vitvo 11 14.1
Nivel S6cioeconémico

Alto 34 43.6

Baixo 44 56.4
Anos de Estudo

Alto 15 19.2

Médio 28 35.9

Baixo 35 449
Frequencia de Escovagio

<1vez/dia 39 50

21 vez/dia 39 50
Uso de Colutdrio

Sim 21 26.9

Néo 57 73.1
Visita ao Dentista

<1 ano 26 33.3

21 ano 52 66.7
Fumo

Fumante atual 37 47.4

Ex-fumante 37 47.4

Nunca fumou 4 5.12
Exposi¢ao 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 53

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 informacgédo 3 3.8
Total 78 100.0
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Tabela 2. Uso de proétese 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 10.749.1
CoD 2.9+29

*Apenas individuos com dentes

Tabela 3. Carateristicas clinicas e histopatoldgicas 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
Pescogo 21 27
Graduagdo histopatoldgica
Nao graduados 12 15.4
In situ 5 6.4
2 8 10.2
3 18 231
4 27 34.6
Sem Informacgédo 8 10.2
Total 78 100.0
DISCUSSAO

A incidéncia do carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) esta
descrescendo ao longo dos ultimos anos*, entretanto ainda representa o sexto tipo de

cancer mais comum no mundo.6 O CECP é uma lesdo mais comumente encontrada em
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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.%#619 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 predomindncia 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
populagio é predominantemente branca.

No presente estudo, a maior parte dos pacientes avaliados apresentou
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¢do adulta brasileira 23,
94,8% dos pacientes avaliados neste estudo eram fumantes ou ex-fumantes. Este
declinio do habito de fumar ainda ndo 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 nao apresentados) cessaram o habito
de fumar ha 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 desenvolvimento desta neoplasia.

As localizagdes mais freqiientes do CECP na boca sao 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 combinag¢io desta
regido anatdmica com os tumores que acometem a orofaringe e se estendem para a
boca.

As modalidades de tratamento para o CECP sdo a cirurgia, radioterapia e
quimioterapia com avangos significativos em todas estas modalidades.!3
Entretanto, a resseccdo cirurgica é a terapia mais indicada para o tratamento
definitivo. A combinacdo de cirurgia com radioterapia apresenta melhora nas taxas de
sobrevivéncia em 5 anos.117 No presente estudo, o tratamento mais freqiiente foi a

intervencdo cirugica associada ou ndo a radioterapia (83,6%) conforme preconizado
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pela literatura. O acompanhamento dos pacientes em 18 meses mostrou que 69,3%
estavam livres de doenga, demonstrando ser esta a melhor indica¢do terapéutica para
o CECP.

Outras caracteristicas comuns observadas nesta amostra foram o baixo nivel
socio econdmico 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 socioecondémico 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.2

A maior parte dos pacientes avaliados nesta pesquisa (66,7%) relataram um
intervalo de tempo superior hd um ano desde a ultima consulta odontolédgica.
Segundo alguns autores, ha uma associacdo significativa entre a falta de atendimento
odontologico 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, pescogo e es6fago.l? Entretanto, o presente estudo nao 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 escovacao e o desenvolvimento do tumor (Tabela
1).

Segundo a literatura, a graduagdo histopatolégica determina o comportamento
tumoral que ira refletir no progndstico dos pacientes, uma vez que tumores
indiferenciados apresentam maior indice de recidiva e desenvolvimento de
metastases.?l A maioria dos casos avaliados neste estudo apresentaram classificagdo
histopatoldgica nos graus 3 e 4 (66,4%), entretanto 69,2% estdo livres de doenca
apés 18 meses. Isto demonstra que a populacdo celular é heterogénea e o
comportamento do tumor ndo pode ser determinado somente por um ou outro
parametro isoladamente e sim pelo somatorio destes.

Em geral, o diagnostico do CECP é realizado em estagios tardios, quando os
tumores apresentam dimensdes maiores e conseqiientemente presenca de

metdstases regionais, determinado um prognéstico ruim para os pacientes. 4617
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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 profissionais de saide para o diagndstico
destas lesdes; instrucdo do auto-exame em campanhas de prevencdo de cincer de
boca; e melhor acesso a servigos de referéncia em satde.

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

mudando, sendo realizado nos estagios iniciais da doenca.
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ANALISE DA IMUNOMARCACAO DE CD44 E ALDH1 E DAS CARACTERISTICAS
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2. Angiogenisis Laboratory Research, Universidade de Michigan, USA

RESUMO: Foram estudados os aspectos morfologicos e imunomarca¢do de CD44 e
ALDH1 de 47 epitélios adjacentes a carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo
(CECP) e os resultados comparados aos tumores correspondentes. A morfologia do
epitélio foi caracterizada em epitélio morfologicamente inalterado, hiperplasia
epitelial, acantose, hiperceratose e displasia epitelial. Foram também avaliados
aspectos clinicos tumorais (TNM) e graduagdo histopatolégica segundo Bryne,1992.
Houve correlacdo direta entre as imunomarcacdes de CD44 entre tumor e epitélio
(p<0,018) e de ALDH1 (p<0,002). Tumores classificados com graus 3 e 4 mostraram
imunomarcacgdo positiva para o ALDH1 nos epitélios adjacentes (67%), independente
da morfologia. Correlacdo inversa foi encontrada entre imunomarcag¢ao de CD44 no
epitélio adjacente e metastases nodais (N) (p<0,025).
A imunomarcacao positiva de ALDH1 no epitélio adjacente aos tumores classificados
como grau 3 e 4 pode ser um indicador de agressividade do tecido adjacente
independente de sua morfologia. A correlacdo direta entre imunomarcacao de CD44
entre epitélio e tumor poderia evidenciar alteracdes epiteliais semelhantes as
encontradas no CECB. A presenca de metastases regionais (N) foi correlacionada a
imunomarcac¢do negativa de CD44 nos epitélios adjacentes, evidenciando a perda de
CD44 como um evento inicial da carcinogénese.
Palavras-chave: carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco; epitélio adjacente
ao tumor; CD44; ALDH1.
INTRODUCAO

Carcinomas de cabeca e pescogo sdo o sexto tipo de cancer mais freqiiente e

95% destes tumores sao do tipo espinocelulares 1. No Brasil, para o ano de 2010, a
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estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) é de 14.120 novos casos sendo
10.330 em homens e 3.790 em mulheres 2

A etiologia dos carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo (CECP) é
multifatorial e é determinada por processos que variam da escala molecular até a
ambiental. 3 A taxa de sobrevida em cinco anos para esta neoplasia varia entre 50% e
60% e, apesar dos avangos no tratamento ndo houve modificagdo desta taxa nos
ultimos 30 anos. 46

Um importante aspecto para a baixa sobrevida é o desenvolvimento de
segundos tumores primarios (SPTs) aqueles que se desenvolvem usualmente a mais
de 2 centimetros do tumor primario em um periodo superior ha 3 anos e de
recorréncias locais (LRs), assim denominadas quando se desenvolvem a menos de 2
centimetros do tumor inicial num periodo inferior ha 3 anos. Mesmo com margens
livres de tumor apds a cirurgia, o desenvolvimento de SPTs e LRs varia de 2% a 10%
ao ano.’8

Estes eventos ndo ocorrem de maneira independente considerando que os
tumores apresentam a mesma origem clonal. %10 Podem ser explicados pela
existéncia de um campo “pré-neoplasico” chamado de campo de cancerizacio,
descrito primeiramente por Slaughter em 1957 11 em um estudo com 783 biépsias de
carcinomas espinocelulares de boca, onde encontrou alteracdes morfologicas no
tecido que circunda o tumor e concluiu que o campo de cancerizacio também sofre
acdo dos agentes carcinogénicos sendo responsavel pelo aparecimento de novos
tumores e de recorréncias locais.

As alteragdes morfolégicas ndo sdo obrigatérias e muitas vezes tecidos
morfologicamente inalterados ja apresentam alteracdes genéticas semelhantes as
tumorais. 12 Em funcdo disto, o epitélio adjacente ndo pode ser ignorado uma vez que
sua andlise é um importante instrumento para a prevenc¢ado de recorréncias, de novos
tumores e para o diagnéstico.

As células malignas apresentam uma hierarquia de desenvolvimento e
recentemente foram descritas células com caracteristicas de células tronco
mesenquimais dentre a populagdo tumoral que tém como caracteristica a capacidade
de auto-renovacdo. 13-14 Tais células seriam as responsaveis pelo crescimento,

recorréncias e metastases de tumores malignos e foram identificadas em CECP pela
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imunomarcacio do CD44 que é uma molécula de adesio celular relacionada com a
progressao de alguns tumores e identificada como um marcador destas células em
tumores epiteliais e da enzima aldeido desidrogenase 1 (ALDH1), recentemente
identificada em células com caracteristicas de células tronco mesenquimais em CECP.
15-16-17-18-19-20-21-22

O objetivo deste estudo foi avaliar os aspectos morfoldégicos assim como a
imunomarcacio de CD44s e ALDH1 em 47 epitélios adjacentes a carcinomas
espinocelulares de cabeca e pescoco e compara-los com os tumores correspondentes.
MATERIAIS E METODOS
1. Obten¢do da amostra

Foram coletadas amostras de 47 tumores primarios e epitélios adjacentes a
estes tumores (ndo neoplasicos) de pacientes com diagndstico de CECP. Todos os
pacientes foram submetidos a tratamento no Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescogo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brasil no periodo de outubro de
2009 a outubro de 2010. Além do tratamento cirdrgico, alguns pacientes foram
submetidos a tratamentos adjuvantes (radioterapia, quimioterapia) de acordo com o
protocolo do referido hospital. Os dados clinicos (TNM) relacionados ao tumor foram
obtidos por meio de registro dos prontudrios. Todos os pacientes assinaram o
consentimento livre e esclarecido aprovado pelo comité de ética e pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GP 09-315).
2. Morfologia do Epitélio e Graduacao Histopatolégica

A graduacao histopatolégica dos tumores e a analise da morfologia do epitélio
adjacente foram realizadas por dois patologistas (AC e LH) em laminas coradas por
hematoxilina-eosina (HE) em um microscépio éptico em um aumento de 400x. A
graduacdo dos tumores foi realizada segundo os critérios de Bryne (1992) 23 em
graus de 2 a 4. A morfologia do tecido epitelial foi classificada em: epitélio
morfologicamente inalterado, hiperplasia epitelial, acantose, hiperceratose e displasia

epitelial.

3. Imunoistoquimica
Foram obtidos cortes de 3um de cada bloco de parafina previamente

selecionados que incluisse area de epitélio ndo neoplasico e de tumor. A técnica de
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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 recuperacdo antigénica foi desenvolvida com a Dako
retrieval solution citrate pH 6.0 (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 concentracdo de 1:100 e o anticorpo anti-ALDH1
(clone 44, camundongo, BD Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA) na
concentrac¢do de 1:50. Para o controle negativo utilizou-se soro nao imune da mesma
espécie animal de desenvolvimento do anticorpo primdario. O sistema de detec¢do
empregado foi o Mach 3™ para anti-corpo primario de camundongo ou coelho,
marcado com Horseradish peroxidase (Biocare Medical, Concord, CA, USA). Como
cromégeno foi utilizada a diaminobenzidina (DAB). As laminas foram contra-coradas
com hematoxilina de Mayer e montadas.

Tanto para os tumores quanto para os epitélios, foram consideradas positivas
para CD44 as células que apresentaram coloracdo marrom nas membranas celulares
independente da intensidade (figuras 1C e 2C). Para o ALDH1, foram consideradas
positivas (ALDH+) células que apresentaram coloragdo marrom no citoplasma
também independente da intensidade tanto nos tumores quanto nos epitélios (figuras
1A e 2A).

4. Quantificacdo da Imunoistoquimica
CD44 e ALDH1 no tumor:

A quantificagdo tanto para ALDH1 quanto para CD44 foi realizada na zona de
invasdo tumoral previamente selecionada e dividida em dois grupos de acordo com
os seguintes escores: escore 1: sem imunomarcacdo (CD44- e ALDH1-)
correspondendo a menos de 5% das células marcadas (figuras 1A e 1D); escore 2:
imunomarcacao positiva (CD44+ e ALDH1+) mais de 5% das células marcadas (figura

2B e 2C.).

CD44 e ALDH1 no epitélio:
A quantificacio foi realizada em toda a extensio do tecido e foram utilizados

0os mesmos escores acima descritos. Foi considerada CD44+ em epitélios
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morfologicamente inalterados marcacdo na membrana das células das camadas basal

e parabasal sem expressao nas camadas superficiais. 24 (figura 2C)

RESULTADOS

Dos 47 tumores analisados, 31 casos (65,9%) localizavam-se na boca e 16
(34%) em pescogo. Na boca, o sitio mais acometido foi a lingua (09 casos) seguido do
labio inferior (07 casos), assoalho (06 casos), palato (05 casos) e mucosa jugal (04
€asos).

Metastases nodais (N+) foram observadas em 14 casos (29,8%) e a auséncia
destas (NO) em 33 casos (70,2%). Quanto ao tamanho dos tumores (T), 32
classificaram-se como T1 e T2 (68,1%) e 15 como T3 e T4 (31,9%), de acordo com a
classificagio da American Joint Comitee. 25> Quanto & graduagio histopatolégica, 5
tumores foram classificados com grau 2 (10,6%), 40 com graus 3 e 4 (85,1%) e 2
como carcinoma in situ (4,2%).

De acordo com a morfologia dos epitélios adjacentes, 5 casos (10,6%) foram
classificados como epitélio morfologicamente inalterado, 15 (32%) como hiperplasia
epitelial, 14 (30%) como hiperceratose, 2 (4,2%) como acantose e 9 (19,1%) como
displasia epitelial. Dados clinicos, aspectos morfolégicos tumorais e do epitélio

adjacente podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e morfoldgicas de 47 tumores e epitélios adjacentes.

N %
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Localizagao

Pescogo 16 34%
Boca 31 65,9%
Lingua 09 29%
Labio inferior 07 22,5%
Assoalho 06 19,3%
Palato 05 16,1%
Mucosa Jugal 04 12,9%
Tamanho do Tumor
32 68,1%
T1-T2
T3-T4 15 31,9%
Presenca de metastase nodais
33 70,2%
NO
N+ 14 29,8%
Classificacdo Morfolégica do Epitélio
Epitélio morfologicamente inalterado 07 14,8
Hiperplasia Epitelial 15 31,9
Acantose 02 4,2
Hiperceratose 14 29,7
Displasia 09 19,1
Graduagdo Histopatolégica do Tumor
Grau 2 05 10,6%
Graus3e4 40 85,1%
Carcinoma in situ 02 4,2%
Total 47 100.0

ALDH1 e CD44 no tumor:

Quanto 4 imunomarca¢do de ALDH1, 24 casos (51,1%) foram classificados

como ALDH1- e 23 casos (48,9%) foram classificados como ALDH1+. Nos tumores

classificados com graus 3 e 4, observou-se ALDH1+ em 21 casos (52,5%) e ALDH- em

19 casos (47,5%).

A imunomarcacdo de CD44 mostrou-se negativa em 22 casos (46,8%) e

positiva em 25 casos (53,1%). Nos tumores mais indiferenciados (graus 3 e 4), CD44+

foi evidenciado em 33 casos (82,5%) e CD44- em 07 casos (17,5%).

ALDH1 e CD44 no epitélio:
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Nos epitélios adjacentes, 17 casos (37%) apresentaram ALDH1- e 30 casos
(63%) ALDH1+. A imunomarca¢do de ALDH1 nos epitélios correspondentes aos
tumores classificados com graus 3 e 4 foi positiva em 27 casos (67,5%). Quanto ao
CD44, 9 casos (19,1%) classificaram-se como CD44- e 38 (80,9%) como CD44+. Nos
tumores graduados como 3 e 4, CD44+ foi evidenciado em 32 casos (80%) e CD44-
em 8 casos (20%).

Os dados pertinentes a presenca e a auséncia de CD44 e ALDH1 nos tumores e

nos epitélios podem ser observados grafico 1.

Grafico 1. Distribuicdo dos 47 casos de acordo com CD44-/ALDH1- e CD44+/ALDH1+

O Auséncia 809

B Presenga

53,2

ALDH 1 Tumor ALDH 1 Epitélio CD44 Tumor CD44 Epitélio

Os aspectos morfologicos do tecido epitelial (morfologicamente inalterado,
hiperplasia epitelial, acantose, hiperceratose e displasia epitelial) e as
imunomarcacoes correspondentes a cada aspecto podem ser evidenciadas na tabela

2.
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Tabela 2: Classificacdo morfologica do epitélio de acordo com a presenca e auséncia de
ALDH1 e CD44.

Auséncia Presenca

Varidvel CD44- ALDH1- CD44+ ALDH+ n

Epitélio morfologicamente 01 02 06 05 07
inalterado

Hiperplasia epitelial 01 08 14 07 15

Hiperceratose 06 05 08 09 14

Acantose 0 0 02 02 02

Displasia 01 06 08 03 09

Os dados foram analisados através de tabelas, graficos e estatisticas
descritivas. Para a verificagdo de correlacdo significativa entre os escores das
variaveis utilizou-se a analise de correlacdo de Spearman. Os resultados da analise de
correlacdo podem ser observados na tabela 3. Através dos resultados desta analise de
correlacdo verificou-se que as correlagdes que apresentaram resultados significativos
foram: CD44 tumor X CD44 epitélio (rs=0,343;p=0,018) e ALDH1 epitélio X ALDH1
tumor (rs=0,438;p=0,002): correlagdo direta significativa, ou seja, quanto maior o
escore tanto de CD44 quanto de ALDH1 no tumor, maior tende a ser o escore de CD44
no epitélio adjacente (rs=0,343;p=0,018) e vice-versa; CD44 epitélio X N (rs=-
0,326;p=0,025): correlacdo inversa significativa, ou seja, quanto maior os escore de
CD44 no epitélio, menor tende a ser o escore de metastases nodais (N).

Para o teste acima citado o nivel de significancia maximo assumido foi de 5%

(p<0,05) e o software utilizado para a andlise estatistica foi o SPSS versdo 10.0.
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Tabela 3. Correlacdo entre as variaveis CD44 e ALDH1 em tumores e nos epitélios

adjacentes

Coeficiente de Correlagdo de Spearman
Correlagdo I's p
CD44 tumor X CD44 epitélio 0,343 0,018*
CD44 epitélio X morfologia do epitélio -0,265 0,072 (ns)
CD44 epitélio X N -0,326 0,025*
CD44 epitélio X ALDH1 epitélio -0,150 0,319 (ns)
ALDH1 epitélio X ALDH1 tumor 0,438 0,002**
ALDH1 epitélio X N 0,146 0,332 (ns)
ALDH1 epitélio X CD44 epitélio -0,150 0,319 (ns)
CD44 epitélioX T -0,214 0,148 (ns)

(ns) = ndo significativo; * significativo p<0,05; ** significativo p<0,01



Figura 1: Imunomarcagao de ALDH1 e CD44 em carcinomas espinocelulares de

cabeca e pescogo 1A: Imunomarcacgdo positiva-ALDH1+; 1B:Imunomarcag¢do
negativa- ALDH1-; 1C: Imunomarcagao positiva-CD44+; 1D: Imunomarcagao

negativa- CD44-. Aumento de 20x
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Figura 2: Imunomarcagao de ALDH1 e CD44 em epitélios adjacentes a carcinomas de

cabeca e pescoco. 1A: Imunomarcagao positiva-ALDH1+; 1B:Imunomarcagao
negativa- ALDH1-; 1C: Imunomarcacao positiva-CD44+; 1D: Imunomarcacao

negativa- CD44-. Aumento de 20x
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DISCUSSAOQ

A identificacdo de possiveis fatores progndsticos em CECP tem sido buscada
em diversos estudos com moléculas envolvidas na progressdao tumoral. Alteracdes
morfologicas e moleculares no epitélio adjacente a estes tumores podem ser
consideradas como evento inicial da carcinogénese na qual ha um descontrole tanto
na adesdo quanto na proliferacio celular. 26

Slaughter 11 foi o primeiro a evidenciar a existéncia do campo de cancerizagao.
Diversos autores concordam que o tecido localizado préximo ao tumor, também
exposto a carcindgenos, seria o responsavel pelo aparecimento de novos tumores e
recorréncias, principais aspectos para um progndstico desfavoravel. Estudar o campo
de cancerizacio representa a real preocupaciao com a sobrevida, uma vez que ele é o
responsavel pelas recorréncias e, por isto, deveria ser tido estudado quanto os
tumores. Talvez a dificuldade metodolégica na obtencao do tecido sadio durante o
procedimento cirdrgico explique a escassez de estudos.

Nos epitélios adjacentes coletados neste estudo, observou-se ALDH1+ em
63% dos casos. Segundo Ginestier et al. e 27 Deng et al.28 células ALDH1+ podem ser
consideradas células com caracteristicas de células tronco em tecidos nos quais sua
imunomarcacio é baixa, o que difere do encontrado. A evidenciacio de ALDH1+ nos
tumores também foi considerada alta, uma vez que 48,9% dos casos foram positivos.
Tal afirmacio vai ao encontro aos nossos achados que encontraram em 5 dos 7 casos
de epitélio morfologicamente inalterado ALDH1+.

Houve correlacdo positiva entre ALDH1+ nos epitélios e nos tumores
correspondentes, ou seja: se ALDH1+ no epitélio, ALDH1+ também no tumor. Isto
mostra a semelhanca de comportamento entre o tumor e o tecido adjacente o que
mais uma vez evidencia que existem altera¢des neste tecido. Nos 40 tumores
classificados com graus 3 e 4 (85%), houve predominio de ALDH+ nos epitélios
adjacentes,observado em 27 casos (67,5%). Tal achado pode sugerir que ALDH1+ no
epitélio adjacente estaria relacionada com a indiferenciacgio do tumor
correspondente, relacionando a presenca do ALDH1 com uma maior agressividade
tumoral podendo este marcador no epitélio adjacente ser um indicador de possiveis

recidivas.
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Quando se analisou a imunomarca¢do de ALDH1 e a morfologia do epitélio, a
imunomarcagdo distribuiu-se de maneira aleatéria (tabela 2). ALDH1+ foi
evidenciada tanto em epitélios morfologicamente inalterados como nos distdirbios
(ex: displasia), mostrando que ALDH1+ nao refletiu na mudanca da arquitetura do
epitélio. O fato de existir ALDH1+ em epitélios ndo tdo agressivos indica que eles
podem apresentar alteragdes que os levariam & malignidade

A imunomarcacdo do CD44+ em um epitélio morfologicamente inalterado se
d4d nas camadas basal e suprabasal ndo sendo evidenciada nas camadas mais
superficiais. 27-29-30 Tal informacdo concorda com os nossos achados que mostraram
CD44+ (80,9%) nas camadas basal e suprabasal e CD44- nas camadas mais
superficiais do epitélio, indicando que o CD44 vai sendo perdido 4 medida que o
epitélio segue seu processo fisiolégico de descamacgdo no qual a adesao célula-célula
vai sendo perdida.

De acordo com a tabela 2, 8 dos 9 casos de displasias epiteliais apresentaram
CD44+ uma vez que esta imunomarcacdao foi evidenciada nas camadas mais
superficiais. A presenca de CD44 estimula motilidade e proliferacido celular e sua
presenca nas camadas mais superficiais contraria o processo fisiolégico de maturagdo
epitelial. A associacdo entre a morfologia epitelial displasica e imunomarca¢do de
CD44 nas camadas mais superficiais do epitélio podem ser um instrumento preditivo
na maior risco para a malignidade nas lesdes morfologicamente ndo displasicas. A
imunomarcacdo também se apresentou mais irregular o que ja foi relatado na
literatura. 21 Por esta razdo, o epitélio adjacente ndo pode ser considerado como
controle positivo em estudos sem que as alteracdes morfolégicas sejam consideradas.
24

Houve correlacdo direta entre imunomarcacgao positiva de CD44 nos tumores e
epitélios podendo-se sugerir que o epitélio adjacente apresenta alteracdes ja
presentes no tumor indicando comportamento similar entre epitélio e neoplasia,
facilitando o desenvolvimento de recorréncias.

Em nosso estudo 19,1% dos epitélios adjacentes apresentaram CD44-, o que
também foi correlacionado aos tumores. Alguns estudos associam CD44- com mau
progndstico de CECP. 20-31 Bankalfi et al. 21 em um estudo com 92 casos de carcinoma

espinocelular de lingua, encontrou CD44- em metastases regionais (N) quando
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comparadas ao tumor primario, evidenciando a relagdo de CD44 com a agressividade
tumoral. O CD44 estabiliza sua conexdo com a matriz extracelular pela ligagdo com o
acido hialurdnico e a perda desta ligacdo faz com que a célula se solte e ganhe
motilidade 13. Tal aspecto explicaria a correlagdo inversa entre metastases regionais e
CD44.

Nossos achados vdo ao encontro a afirmagdo acima quando encontramos
também correlacdo inversa entre a presenca de metastases regionais (N) e CD44- nos
epitélios adjacentes ao CECP. Conforme dito anteriormente, a presenca de metastases
regionais indica que houve destacamento das células com perda das propriedades
adesivas, acarretando em um curso clinico desfavoravel.

A perda de CD44 no epitélio que dard origem ao tumor poderia indicar
tumores mais agressivos, uma vez que produziram mais metastases regionais (N).
Como ja dito anteriormente, a progressdo tumoral depende da perda da funcdo do
CD44, indicando uma baixa capacidade de ancoragem das células com a matriz
extracelular. Isto poderia explicar a relacdo inversa entre imunomarcac¢do negativa de
CD44 e potencial metastatico dos tumores, o que também foi evidenciado por
Gonzalez-Moles et al. em seu estudo com 32 epitélios adjacentes a carcinomas
espinocelulares de lingua. A imunomarcagdo de CD44 no epitélio correlacionou-se a
do tumor mostrando que o comportamento do epitélio adjacente reflete o
comportamento tumoral o que concorda com nossos achados.

A presenca de metastases regionais (N) é um dado crucial na diminui¢do da
sobrevida e sua presenca faz com que esta diminua de 55% para 30%. 31 A
imunomarcagdo de CD44 no epitélio adjacente ao tumor é um indicativo de melhor ou
pior curso de doenca, possibilitando também um melhor controle do paciente
durante o acompanhamento.

Alteracées tanto na molécula de adesdo CD44 quanto na ALDH1 em epitélios
adjacentes a CECP podem refletir no comportamento tumoral. Tais alteracdes
precedem as morfoldgicas e devem ser comparadas com as caracteristicas clinicas e
morfoldgicas tumorais. O estudo do epitélio adjacente pode contribuir na prevencdo
de recorréncias, de segundos tumores primarios e de metastases e estratégias para o

monitoramento deste tecido devem ser estudadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presenca do campo de canceriza¢do em carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco (CECP) pode dar origem a novos tumores e recorréncias locais,
aspectos responsaveis pela baixa sobrevida dos pacientes portadores desta neoplasia.
A maioria da literatura referente ao CECP preocupa-se em estudar o comportamento
tumoral e ndo do epitélio adjacente sendo que as caracteristicas do tecido
peritumoral podem refletir o comportamento desta neoplasia. A partir desta
evidéncia, buscamos métodos de estudo para melhor evidenciar alteracdes prévias as

morfoldégicas no campo de cancerizacdo de CECP.

A populacgado celular tumoral apresenta uma hierarquia de desenvolvimento e
um pequeno percentual destas células é responsavel pelo crescimento, recorréncias e
metastases tumorais. Estas células foram descritas como células com caracteristicas
de células tronco tumorais. A imunomarcacdo da enzima aldeido desidrogenase
(ALDH1) poderia identificar células com estas caracteristicas em tumores so6lidos. A
identificacdo através da imunoistoquimica da molécula de adesdo CD44 tem sido
bastante estudada em CECP e sua preseng¢a ou auséncia estaria relacionada com a

progressao tumoral.

A partir disto, obtivemos acesso a pacientes com diagndstico primario de CECP
dos quais foram identificados o perfil s6cio demografico, caracteristicas clinicas
tumorais e condicoes bucais. O perfil dos pacientes acometidos por esta neoplasia
assemelha-se ao de outras populagdes. O diagndstico do tumor foi realizado mais
precocemente (tumores pequenos), o que difere da literatura que evidencia um
diagnostico tardio. Este achado evidencia uma melhora ao acesso a servicos de saude

assim como profissionais mais capacitados para realizar o diagnéstico do CECP.

48



Uma vez que as recorréncias e os novos tumores desenvolvem-se a partir do
tecido remanescente, é plausivel pensar que este tecido se comporte de maneira
semelhante ao tumor. A partir desta conclusao, pensamos em uma metodologia de
estudo tanto para os tumores quanto para os epitélios adjacentes. Tivemos acesso aos
pacientes com diagnostico de CECP com indicacdo cirdrgica para remoc¢do do tumor
primario. Da peca, foram coletados 3 fragmentos sendo um do centro do tumor, um
da zona de invasao e outro do tecido remanescente ndo tumoral. A coleta destes
fragmentos foi realizada de maneira que ndo houvesse interferéncia no diagnostico
histopatoldgico. Foram realizadas imunomarcacoes de CD44 e ALDH1 em 47
epitélios peritumorais e estas caracteristicas comparadas com as dos tumores
correspondentes. A morfologia do epitélio adjacente foi classificada em epitélio
morfologicamente inalterado, hiperplasia epitelial, acantose, hiperceratose e displasia

epitelial.

A imunomarcagio positiva de ALDH1 nos epitélios adjacentes relacionou-se a
tumores mais agressivos, uma vez que estes epitélios foram associados a CECP mais
indiferenciados. A presenca de ALDH1 no epitélio pode refletir o comportamento
tumoral independente da sua morfologia estando relacionada com a indiferencia¢do

tumoral.

Por ser uma molécula de adesdo, a imunomarcacio de CD44 no epitélio
adjacente ao tumor é um indicativo de melhor ou pior curso de doenga, possibilitando
também um melhor controle do paciente durante o acompanhamento. Nossos
achados concordaram com esta afirmagdo uma vez que encontramos correlagdo
inversa entre presenca metastases regionais (N) e imunomarcacdo de CD44 no
epitélio adjacente, independente da morfologia relacionando a perda do CD44 com o
inicio da carcinogénese. A presenca de CD44+ nas camadas mais superficiais de um
epitélio displasico pode ser um instrumento preditivo na maior risco para a
malignidade nas lesdes morfologicamente ndo displasicas.

Diversos estudos evidenciam a presenca de células com caracterisiticas de
células tronco tumoral em tumores sélidos utilizando tanto ALDH1 quanto CD44

como marcadores desta populagdo. No entanto, em nosso estudo nido podemos
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concluir que a marcacao imunoistoquimica de ALDH1 e CD44 evidenciou tais células

sendo necessarias outras técnicas para que se possa fazer tal afirmacgao.

Novas perspectivas para o estudo deste tecido devem ser levadas em
consideracdo durante o monitoramento dos pacientes. A busca por marcadores no
campo de cancerizacdo que evidenciem caracteristicas que podem levar a

malignidade antes do aparecimento das alteragdes morfolégicas é um aspecto

relevante na prevencao destes tumores.
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