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RESUMEN

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

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

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

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

cancer de cabeza y cuello.

Palabras claves- Cancer bucal, células madre tumorales, desordenes

potencialmente malignos, CD44, ALDH1A



ABSTRACT

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

Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2020.

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

cancer.

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

ALDH1A.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALDH1A Aldheido Deshidrogenasa 1 Miembro de la familia A

ATP adenosin trifosfato

Bcl-2 Linfoma de células B

CD44 Antigeno CD44

COCE Carcinoma Oral de Células Escamosas

CCC Céncer Cabezay Cuello

CCECC Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello

CCE Carcinoma de Células Escamosas

CM Células Madre

CME Componentes Matriz Extracelular

CMT Células Madre Tumorales

COX-2Ciclooxigenasa — 2

CSsC Del inglés, Cancer Stem Cell

CTL Citotoxicos T Linfocitos

DE Displasia Epitelial

DPM Desérdenes Potencialmente Malignos

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

crecimiento epidérmico

EGFR Del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor, traducido como



receptor del factor de crecimiento epidérmico

EO Eritroplasia Oral

HA Hialuronidasa

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

Virus Papiloma Humano

IHQ Inmunohistoquimica

LO Leucoplasia Oral

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

Heterocigosidad

ME Matriz extracelular

MT Microambiente Tumoral

PD-L1 Ligando 1 de muerte celular programado

PD-1 Receptor Ligando 1 de muerte celular programado

PI Profundidad de Invasion

TEM Transicion Epitelio Mesenquima

UFRGS Universidad Federal de Rio Grande del Sur

UdelaR Universidad de la Republica
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1. INTRODUCION

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

O’SULLIVAN, 2017).

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

(HANAHAN et al., 2011; SASAHIRA; KIRITA, 2018) .
12



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

2015).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

SILVA ET AL., 2011).

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

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

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

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

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

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

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

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

diseminacion de las CMT.

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

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

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

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

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

2. OBJETIVO GENERAL

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

la carcinogénesis oral.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

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

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

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

células epiteliales de las lesiones con y sin displasia epitelial.

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

y el tejido epitelial no tumoral adyacente.

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

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

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

patolégicos.
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