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RESUMO

Dentre os tipos de tumores que acometem a regido de cabeca e pescogo, o
carcinoma espinocelular (CEC) ¢ o tipo que se desenvolve com maior frequéncia nessa area.
Além de possuirem uma alta taxa de mortalidade, os CECs também estdo relacionados a
recidivas e metastases a distancia, fatores ligados a piores progndsticos, e acredita-se que tais
caracteristicas estejam ligadas a heterogenicidade do tumor, onde uma grande parcela de suas
células constituintes contribuem para o seu crescimento, € apenas uma pequena porcentagem
participa ativamente da regenera¢do e migracao celular, as chamadas células-tronco tumorais
(CTTs). Esse trabalho avaliou o papel das CTTs sobre a progressdo tumoral e os possiveis
fatores que podem desencadear uma resposta negativa do tumor frente aos tratamentos
oncoldgicos existentes. As CTTs sdo caracterizadas por se localizarem proximo aos vasos
sanguineos, em microambientes tumorais onde as demais células ali presentes favorecem o
seu crescimento e multiplicacdo, e, devido a alteragdes em seu fendtipo (transi¢do epitelial-
mesenquimal e transicdo mesenquimal-epitelial), sdo capazes de ndo so6 evadir da
identificacdo por parte do sistema imune do paciente, mas também de formarem novos focos
tumorais a distancia. Existem poucos estudos que visem a compreensdo de suas propriedades
dentro dos CECs de cabega e pescogo, e ainda ndo ha a formulacdo de um protocolo de
tratamento ideal que auxilie na completa erradicagdo das CTTs. Apesar disso, acredita-se que
o controle dos mecanismos responsaveis pela sua sobrevivéncia frente aos tratamentos
oncologicos ja existentes seja uma boa alternativa para se evitar a formacdo de metastases e

recidivas.

Palavras-chave: Tumor de cabeca e pescogo. Células tronco tumorais. Carcinoma
espinocelular. Revisao da literatura.



ABSTRACT

Among the types of tumors that affect the head and neck region, squamous cell
carcinoma (SCC) is the type that most frequently develops in this area. In addition to having a
high mortality rate, SCCs are also related to recurrence and distant metastasis, two factors that
are linked to worse prognosis, and these factors are related to tumor’s heterogeneity, where a
large portion of its cells contribute for the tumor growth, and only a small fraction of cells
actively participate in self-regeneration and migration, the so-called cancer stem cells (CSC).
This paper reviewed the role of CSC on tumor progression and the possible factors that may
trigger a negative tumor response to existing cancer treatments. CSC are characterized by
cells who are located near the blood vessels, in tumor microenvironments where other cells
favor their growth and multiplication, and due to changes in their phenotype (epithelial-
mesenchymal transition and mesenchymal-epithelial transition), they are able to not only
evade the patient's immune system, but also to form new tumors. There are still only a few
studies aimed to understand the properties of CSCs within head and neck SCCs, and there is
no formulation of an ideal treatment protocol that assists in the complete eradication of CSCs.
Nevertheless, it is relevant to know the cells mechanisms responsible for their survival against

cancer treatments is a good alternative to avoid the formation of metastases and recurrences.

Keywords: Head and neck. Cancer Stem Cells. Squamous cell carcinoma. Literature review.
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1 INTRODUCAO

Cancer de cabeca e pescogo ¢ o nome dado ao conjunto de tumores que
acometem os tecidos da cabega, face, pescoco e estruturas da cavidade oral (N6r e Gutkind,
2018). Apesar desse grupo abranger uma grande variedade de tumores com etiologias e
patobiologias complexas, o carcinoma espinocelular (CEC) (Figura 1) é o tipo que se
desenvolve com maior frequéncia nessa regido, com uma incidéncia alta e uma taxa de
mortalidade acima de 50% (Ferlay et al., 2010). Os maiores fatores de risco para esse tipo de
cancer estao relacionados com o uso de tabaco e alcool, e também pela infeccao do
Papilomavirus humano (HPV) (Gillison et al., 2000; Argiris et al., 2008; Worden et al.,
2008).

Atualmente, sabe-se que os tumores sdo estruturas complexas, compostos por
células tumorais que sofreram uma mutagdo prévia e que necessitam de interagdes com o0s
tecidos saudaveis adjacentes para garantir a sua sobrevivéncia (Hanahan e Weinberg, 2011).
Alguns pesquisadores tomam como hipdtese nula a ideia de que todos os tumores sdo
formados por células cancerosas homogéneas, onde todas as células t€m a mesma capacidade
e probabilidade de gerar um tumor ou metastase (Krishnamurthy e Nor, 2012). Porém, essa
hipodtese ja foi negada com a presenca de fenotipos heterogéneos nas células que compdem os
tumores (Albers et al., 2012). Paralelamente, outros estudos sugerem que, apesar de um
tumor possuir uma hierarquizacdo celular em seu interior, a grande maioria de suas células
contribuem apenas para o crescimento € a expansdo do tumor. As células tumorais que
possuem de fato a capacidade de gerar um novo cancer, as células denominadas células-
tronco tumorais (CTT), na verdade constituem uma parte muito pequena do tumor (Reya et

al., 2001; Ailles e Weissman, 2007).

Célula-tronco ¢ uma “célula-mae” nao especializada que da origem a toda uma
linha germinativa (Till € McCulloch, 1961; Ramalho-Santos ¢ Willenbring, 2007). Hoje, ¢
possivel distinguir quatro tipos de células-tronco no organismo: embrionarias, somaticas ou
adultas, manipuladas, e as tumorais. Apesar de promoverem uma doenga, as CTT
compartilham das mesmas habilidades das demais, como a capacidade de auto-renovagao
(produgdo de novas células-tronco), além de ser capaz de originar uma diversidade de células

diferenciadas, resultando assim na formagao e no crescimento tumoral (Girouard e Murphy,

2011).
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Devido a grande variedade de carateristicas atribuidas as CTTs, em 2006, a
Associagdo Americana para Pesquisa do Cancer (AACR) determinou que essa célula esta
localizada dentro de um tumor, e que possui a capacidade de se auto-renovar e de se
diferenciar para gerar linhagens heterogéneas de células cancerosas que compdem tal tumor

(Clarke et al., 2007).

Enquanto alguns estudos apontam que as CTTs sdo originadas de células-tronco
somaticas que sofreram mutac¢do (Reya et al., 2001), outros autores sugerem que as CTTs
nao sdo apenas originadas dessa forma (Clarke et al., 2006), mas que também sao capazes de
surgir a partir de células progenitoras danificadas (Clarke et al., 2006), e da transformacao
oncogénica de células amplificadoras transitorias (Jamieson et al., 2004; Krivtsov et al.,
2006). Paralelamente, outros autores indicam que as CTTs possam ter sua origem a partir de
outros tipos celulares que chegaram ao fim de sua diferenciacdo (Sun et al., 2005), ou até
mesmo a partir de células somaticas que foram reativadas (Gupta et al., 2009; Welte et al.,

2010) ou que se uniram a outra célula somatica mutada (Bjerkvig et al., 2005).

Outro fator que vem sendo levado em consideracao ¢ a relagdo entre as células
tumorais e as células normais, e como isso pode interferir no desenvolvimento do tumor.
Sabe-se que as células-tronco, tanto normais quanto neoplésicas, dependem de seu
microambiente local para que possam sobreviver e exercer sua funcdo (Borovski et al.,
2011). Quando se fala de tumores, entende-se que os componentes celulares e nao celulares
de seu microambiente atuam diretamente na proliferagdo e na auto-renovagao das células,
mantendo as CTT em seu estado indiferenciado (Kuhn e Tuan, 2010). Dentre os
componentes de seu microambiente, pode-se observar principalmente células estromais nao
epiteliais, células inflamatdrias e uma intensa vascularizagao, que dao apoio e suporte para as

células-tronco neoplésicas (Fuchs et al., 2004).

Além disso, sabe-se que os CECs tém uma alta taxa de recidiva, beirando os 20-
40%, com possibilidade de desenvolvimento de metdstase nos dois anos subsequentes
(Forastiere et al., 2003). Essa porcentagem se deve as CTT, que sdo capazes de resistir e
sobreviver ao tratamento quimioterapico (Okamoto et al., 2009; Zhang et al., 2010; Nor et al.,
2014). Apesar de ndo se saber quais mecanismos tornam essas cé¢lulas resistentes, ¢ de
extrema importancia que sejam desenvolvidos métodos de identificacdo e isolamento de tais
células para que seja possivel compreender seus processos fisiolégicos a fim de encontrar

métodos para superar a resisténcia a quimioterapia (Prince e Ailles, 2008; Kim et al., 2016).
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2 PROPOSICAO

Esse trabalho se prop0s a fazer uma revisao da literatura sobre o papel de células-
tronco tumorais em carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco, visando entender o

conhecimento atingido sobre este assunto na literatura cientifica atual.



13

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Evolucao clonal versus CTT

Hanahan e Weinbert (2011) descrevem que, depois de muito estudo nas ultimas
décadas, os pesquisadores foram capazes de definir o cancer como um complexo tecido
formado por células tumorais, as quais dependem de interagdes com os tecidos e células
saudaveis adjacentes para progredirem em direcdo a malignidade, de forma que se tornam
capazes de superar as defesas de seu hospedeiro. Posteriormente, Krishnamurthy e Nor
(2012) reforgaram o conceito de que um tumor pode ser visto como um “6rgao” como outro
qualquer, formado por células modificadas e que necessitam de interagdes com outras células

saudaveis adjacentes ao microambiente tumoral.

De um lado, existe a hipdtese “estocastica” ou “evolugao clonal”, proposta por
Nowell (1976), Reya et al. (2001), e por Campbell e Polyak (2007), onde todas as células
tumorais sdo homogéneas e possuem a mesma probabilidade de iniciar e propagar tumores ¢
metastases. Com base nisso, eles afirmam que ndo ha seletividade entre as células cancerosas
em um tecido, uma vez que cada célula tem o mesmo potencial de iniciar um novo tumor.
Neste modelo, a heterogeneidade do tumor ¢ definida por diferenciacdo celular, variagdo

genética e epigenética intraclonal, e influéncias microambientais

Do outro lado, Wang e Dick (2005) e Albers et al. (2011) reforcam que existe
uma hipétese que sugere a heterogeneidade dos tumores, explicada por mudangas
espontaneas nos fendtipos das células tumorais, onde apenas uma pequena quantidade de
células ¢ responsavel pelo desenvolvimento e crescimento do tumor. Dentro dessa hipotese,
Clarke et al. (2006) afirmam que as CTT possuem tal capacidade, e ainda afirmam que elas
sd0 as Unicas capazes de produzir novas geragcdes de células heterogéneas cancerigenas

responsaveis por compor o tumor.

Os primeiros estudos capazes de identificar as CTT foram realizados por Lapidot
et al. (1994) e por Bonnet e Dick (1997), onde tais células oriundas de pacientes com
leucemia mieldide aguda foram isoladas e implantadas em camundongos
imunocomprometidos. Em ambos os estudos, foi possivel observar que as células
cancerigenas foram selecionadas com base em marcadores de superficie de células-tronco

normais, ¢ elas possuiam a mesma capacidade de auto-manutencdo, extensa proliferacao e
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alta capacidade de diferenciagcdo, além de gerarem outras linhagens de células com as

mesmas propriedades nos tumores.

Depois de outros pesquisadores identificarem tais células em diversos tipos de
tumores, Prince et al. (2007) foram capazes de identificar e isolar uma subpopulagdo de
células que expressavam o marcador de superficie CD44 e que também exibiam
caracteristicas semelhantes as celulas-tronco normais, sendo capazes de reproduzir o tumor

em camundongos imunossuprimidos apods a implantagao de tais células.

Zhang, Filho e Nor (2012) destacam que alguns fatores cruciais para o
desenvolvimento fisioldgico do corpo humano também desempenham um papel importante
nos estagios iniciais da formacao de um tumor. Um bom exemplo seria a sinalizagdo Wnt,
que ¢ critica para o desenvolvimento embriondrio € para a auto-renovagao homeostatica
(Clevers, 2006), porém, quando sofre mutacdes somaticas, esta se associa a formacgdo de
varios tipos tumorais (Reya e Clevers, 2005; Clevers, 2006). Além disso, eles também
destacam a importancia da via de sinalizagao Notchl, que, conforme observado previamente
em outros estudos (Swiatek et al., 1994), além de ter um papel fundamental no processo de
embriogénese, também ¢ necessario na formagdo de CTT em diversos tipos de tumor
(Sikandar et al., 2010), e suas mutagdes sdo frequentemente encontradas em tumores de

cabeca e pescoco (Agrawal et al., 2011; Stransky et al., 2011)

32CTT

Mesmo ap6s numerosas pesquisas, ndo se sabe ao certo se as CTT sdo originadas
unicamente da transformagdo de células-tronco normais (Satpute et al., 2013). Visvader e
Lindeman (2008) também questionam se essas cé¢lulas também podem ser derivadas de
progenitores restritos ou de células diferenciadas que adquiriram propriedades de auto-

renovagao como consequéncia de alteragdes genéticas e epigenéticas.

Zhou e Jian (2008) questionam ainda a origem de tais células em CEC em boca,
uma vez que o epitélio oral humano demora em média 14-24 dias para sua renovagao (Squier
e Kremer, 2001), um periodo de tempo relativamente curto para que tais células sejam
capazes de acumular alteracdes genéticas suficientes para resultar na iniciagdo de um tumor
(Braakhuis et al., 2004). Levando em conta a estratificacio da mucosa oral e suas

caracteristicas funcionais (Tudor et al., 2004; Stephens e Genever, 2007), espera-se que as
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CTT sejam originadas de células-tronco adultas derivadas da camada basal, de células
progenitoras, ou até mesmo de células maduras diferenciadas, que sdo capazes de acumular
alteragdes genéticas adicionais com o tempo (Figura 1). Quando se trata da patogenia dos
canceres de cabega e pescogo, as CTT tém se mostrado cada vez mais importantes, uma vez
que estas ndo possuem um unico perfil molecular predominante, sdo capazes de esquivar-se
das terapias oncoldgicas tradicionais, e ainda sdo capazes de formar um tumor com poucas

células (Pearson et al., 2016).

Célula tranco i Célula tronco
diferenciada
skeracies genelicas @ *
Célula progenitora & egentinas

; Célulz J
Célula progenitora Celula tronco

Chgng g 8

Células maduras
diferenciadas Célula madura
diferenciada

turmoral

Figura 1 - Hipotese sobre a origem das CTT

Graziano et al. (2008) especificam as principais caracteristicas das células-tronco
normais, sendo elas: 1) a capacidade de se proliferar extensivamente de forma que sejam
originadas células-filhas ou células progenitoras, que se diferenciam em diferentes tipos
celulares que dao origem aos tecidos e orgdos; 2) a sua capacidade de auto-renovagao.
Seguindo esses mesmos principios, as CTT foram definidas por Bonnet et al. (1997) e Reya
T et al. (2001) como um subconjunto de células presentes dentro do tumor que também
exibem a capacidade de auto-renovacdo e de multipoténcia, atuando entdo como células

progenitoras do cancer.

Prince e Ailles (2008) enumeraram em seu artigo as principais caracteristicas
relacionadas a hipdtese de CTT, sendo elas: 1) Apenas uma pequena por¢do das células
tumorais tem potencial de gerar um novo tumor quando transplantadas em ratos
imunossuprimidos; 2) As subpopulagdes de CTT podem ser separadas de outras células
tumorais a partir de marcadores de superficie distintos; 3) Tumores resultantes de CTT

possuem células tumorigé€nicas e ndo-tumorigénicas; e 4) as subpopulacdes de CTT podem
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ser transplantadas serialmente a partir de multiplas geracdes, o que sinaliza a existéncia de

uma populag@o que se renova automaticamente.

Quando se fala de CTT, algumas caracteristicas inerentes as células-tronco
saudaveis permanecem, como a alta capacidade de migragdo, a auto-renovacdo, a sua
resisténcia as drogas e a alta capacidade de proliferagdo. Reya et al. (2001) salientam que os
tumores solidos sdo formados principalmente por populagdes de células heterogéneas que
possuem tais propriedades, garantindo ao tumor uma alta proliferacdo e expansao, € inclusive

um crescimento em tecidos diferentes do seu de origem.

Satpute et al. (2013) destacam em seu artigo que as CTT sdo divididas em
pequenas subpopulacdes no interior do tumor, ¢ cada uma desempenha sua fungdo. A
primeira subpopulacao diz respeito as células que permanecem incorporadas ao epitélio e que
participam do aumento de volume do tumor, além de serem resistentes aos tratamentos de
quimio e radioterapia. A segunda subpopulacio refere-se as células que se localizam nas
margens do tumor e que passam pelo processo de transicao epitelial-mesenquimal (TEM),
adquirindo entdo a capacidade de migrar para outros locais do corpo e formar focos

metastaticos.

3.3 Microambiente tumoral

Borovski et al. (2011) destacam que, tanto células-tronco fisioldgicas quanto
CTT dependem de seu microambiente para sobrevivéncia e funcionamento adequado. Ainda
nesse contexto, a presenca de sinais proliferativos e de autorrenovagdo oriundos dos
componentes do nicho tumoral sdo os principais responsaveis por manterem as CTT em um

estado indiferenciado (Kuhn e Tuan, 2010).

Dentro do microambiente tumoral, pode-se observar a presenca de células
inflamatdrias, células estromais ndo-epiteliais, e vasos sanguineos (Fuchs et al., 2004).
Krishnamurthy et al. (2012) foram capazes de demonstrar que, em tumores de cabeca e
pescoco, a grande maioria das CTT estdo localizadas proximas a vasos sanguineos, o que
sugere a existéncia de um nicho perivascular. Também foi observado que as substancias
secretadas pelas células endoteliais promovem a sobrevivéncia e a autorrenovacao das CTT
nesses tipos de canceres por meio da regulagao positiva da expressdo de Bmi-1. Além disso,

tais fatores sdo capazes ainda de aumentar a migracao de células tumorais, além de protegé-
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las de uma morte celular programada pela ativagao das principais vias de sinalizagdo (Neiva

et al., 2009).

Prince et al. (2007) explicam que o tumor pode ser visto como um 6rgao que se
mantém de uma maneira muito préxima dos tecidos sadios. Uma pequena porgao de células,
as CTT, tém o papel de contribuir com o crescimento do tumor, conferem-lhe a capacidade
de resistir aos tratamentos oncoldgicos tradicionais, e ainda promovem a formagdo de focos
metastaticos. As demais células que compdem a maior parte do tumor sdo apenas cé€lulas

diferenciadas que ndo possuem mais a capacidade de se replicarem.

Dentro do microambiente tumoral, destaca-se ainda a existéncia de populagdes
laterais de células, que seriam células enriquecidas em células-tronco hematopoiéticas
(Goodell et al., 1997) e identificadas a partir de uma populagdo de células derivadas da
medula d6ssea (Goodell et al., 1996). Em tumores de cabeca e pescoco, essas células sdo
reconhecidas como células com um alto potencial tumorigénico e um fenétipo semelhante ao
de células-tronco (Zhang et al., 2009; Song et al., 2010; Wan et al., 2010; Tabor et al., 2011).
As células que compdem as populagdes laterais tendem a ter um comportamento mais
agressivo (Song et al., 2010), uma maior probabilidade de gerar metastases (Song et al.,
2010), além de exibirem uma sinalizagdo Wnt anormal (Song et al., 2010) e serem resistentes

a quimioteparia (Song et al., 2010; Tabor et al., 2011).

Simple et al. (2015) também discutem a participacdo das CTT no campo de
cancerizacdo, ou seja, nas cé¢lulas adjacentes ao tumor primario que ja sofreram algum tipo de
transformagdo. Em sua revisao, eles destacam que, independente do modelo de cancerizagao
(seja monoclonal ou policlonal), o campo de cancerizagdo ¢ formado e instalado em um
estagio onde as células alteradas encontram-se em um estagio pré-maligno de displasia,
formadas a partir de uma célula-tronco saudavel do epitélio que recebeu uma agressao
carcinogénica. Diante da presenca de uma segunda agressdao, uma dessas células ja alteradas

dard origem ao tumor primario.

3.4 Transic¢ao epitelial-mesenquimal

Kalluri e Neilson (2003) descrevem a TEM como um processo que permite
células epiteliais polarizadas adquirirem um fendtipo de células mesenquimais, garantindo

assim as tais células uma mobilidade aumentada e a possibilidade de invasdo tecidual, dois
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fatores que podem contribuir para a invasao local e formagao de metastases em tumores de
cabeca e pescogo, uma vez que tais células passam a ter a capacidade de penetrar o sistema

linfatico e/ou cardiovascular (Zhang et al., 2012).

Baseado nessa transi¢do, Richard e Pillai (2010) levantaram uma hipotese que
correlaciona a incidéncia de uma “doenca minima residual” ao modelo de CTTs em CEC de
boca, uma vez que o modelo de progressdo tumoral em tais lesdes propde a existéncia de dois
modos de resisténcia ao tratamento quimioterapico devido a presenga de CTT. Segundo eles,
devido a caracteristica de heterogeneidade, ¢ possivel observar tais células-tronco em trés
estagios de diferenciacdo. O primeiro estdgio envolve células-tronco quimiossensiveis e
hiperplasicas, que podem ser facilmente erradicadas por quimioterapia e radioterapia. O
segundo estdgio envolve células com proteinas transportadoras de farmacos capazes de
sobreviver mais tempo, atuando como células quimioresistentes € que constituem a maior
parte do tumor apds o tratamento oncologico. O ultimo estagio ¢ marcado por CTT
quimiorresistentes, até¢ entdo adormecidas, que causam recidivas ou entdo migram para locais

distantes e resultam em metastases ou segundos tumores primarios.

Zhang, Filho e Nor (2012) ainda salientam que a transi¢@o epitelial-mesenquimal
¢ o resultado da interagdo entre as células tumorais em tumores de cabega e pescoco e outras
células adjacentes ao seu microambiente, que facilitam o desenvolvimento e a mobilidade

das CTT.

Complementando esse processo, as células que passaram pela transi¢do epitelial-
mesenquimal ainda podem reverté-lo depois de instaladas em um novo sitio, o que recebe o
nome de transicdo mesenquimal-epitelial (TME) (Brabletz, 2012) (MET), adquirindo assim o

seu fendtipo proliferativo e formando outros focos tumorais.

Chen et al. (2013) ressaltam que a inibicao das transi¢des realizadas pelas CTT
parece ser uma abordagem terapéutica relevante para reduzir a invasdo tecidual por parte das
células tumorais ¢ a formacdo de metdstases, e assim ajudar a diminuir as taxas de
mortalidade e morbidades associadas aos CEC de cabega e pescoco. Apesar dos estudos
recentes, eles destacam que ainda héd alguns desafios com relagdo ao desenvolvimento do
tratamento, como a toxicidade das drogas utilizadas em terapias-alvo com essa finalidade, o
melhor estagio para realizar a intervengdo, as vias de sinalizacdo exatas ou fatores de

transcri¢ao relacionados.
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3.5 Identificacdo das CTT em cec de cabeca e pescoco

A identificacdo das CTT em pacientes com CEC de cabeca e pescogo se faz
necessaria uma vez que, devido a alta heterogeneidade das células que compdem o tumor e
suas alteragdes de comportamento durante o tratamento oncoldgico, isso poderia garantir o
aumento da eficdcia dos tratamentos convencionais ja utilizados, além de possibilitar o
desenvolvimento de terapias alvos ainda mais efetivas (Routray e Mohanty, 2014; Krause et
al., 2017). Isso pode ser feito com o uso de marcadores celulares ja conhecidos para
identificacao de tais células, por vias de sinalizagdo intercelular e de propriedades especificas
do nicho do tumor (Bhaijee et al., 2012), ou até por meio da comparacdo dos perfis de
expressoes génicas de células saudaveis, células tumorais, e de células-tronco, sejam elas

cancerosas ou normais (Mannelli e Gallo, 2012; Patel et al., 2014).

Apesar das diferencas entre as células-tronco saudéveis e as tumorais, sabe-se
que tais células possuem caracteristicas tdo semelhantes que sugerem que os principios
biologicos das células normais podem ser aplicados em estudos para identificagao das CTT,
além de ajudar a compreender seu papel no desenvolvimento do tumor (Pardal et al, 2003).
Diante disso, Costea et at. (2006) enumeram em sua revisdao as formas de identificagdo das
CTT que mais sdo empregadas, sendo elas a retencdo de marcadores celulares in vivo, a
clonogenicidade in vitro, e o isolamento com base na classificacdo de células ativadas por

fluorescéncia.

Em contrapartida, Zhang, Filho e Nor (2012) ressaltam que existe muita
dificuldade em realizar pesquisas experimentais que visem estudar minuciosamente as CTT
devido a essas semelhancas, além do desenvolvimento de possiveis terapias-alvo. Para
identificacdo dessas células, utiliza-se entdo marcadores moleculares, que apesar de nao
serem tdo especificos, podem ser combinados entre si para obtengdo de uma maior

especificidade, como o CD44 ¢ o ALDH1 (Rodini et al., 2017).

Para CTT em tumores de cabeca e pescogo, o marcador ALDH1 ¢ considerado o
mais especifico (Okamoto et al., 2009; Chen et al., 2009; Clay et al., 2010; Isfoss et al.,
2012). Ele ¢ uma enzima intracelular que, em tumores de cabega e pescoco, estd relacionado
com a nutrigdo das CTT e com a transi¢do epitelial-mesenquimal (Chen et al., 2009).
Segundo a meta-analise de Zhou e Sun (2014), o aumento da expressdo de ALDHI1 em
pacientes com CEC de cabegca e pescoco ¢ frequentemente relacionado com piores

prognosticos.
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Outro marcador que ¢ frequentemente utilizado ¢ o CD44, uma glicoproteina de
superficie que estd diretamente relacionada a migracdo e adesdo celular (Isacke et al., 2002;
Kajita et al., 2001). Para tumores de cabeca e pescoco, esse marcador pode ser utilizado, pois
¢ capaz de identificar subpopulacdes celulares com tumorigenicidade aumentada (Prince et
al., 2007). Alguns pesquisadores foram capazes de demonstrar ainda que esse marcador esta
relacionado com a iniciagdo (Baumann e Krause, 2010; Chikamatsu et al., 2012), a
progressdo (Wang et al., 2009), e a formagdo de focos metastaticos (Wang et al., 2009) em

tumores de cabega e pescoco.

O marcador CD133 também pode ser utilizado para CEC de cabeca e pescoco,
uma vez que sinalizam células com fendtipo de transicdo epitelial-mesenquimal, com
capacidade de autorrenovagdo, proliferacdo e diferenciacdo, além de niveis aumentados de

genes relacionados as caracteristicas de células-tronco e de tumorigenicidade (Wu e Wu,

2009).

Mohanta et al. (2017) relatam que a associacdo entre os marcadores CD44 e
CD147 também apresentam uma melhora na diferenciagdo tumoral, uma vez que esses
marcadores podem ser determinantes das caracteristicas de diferenciagdo, conferindo as

células tumorais habilidades como a auto-renovagao, a migragdo € a invasao.

Em seu estudo, Ortiz et al. (2018) avaliaram a expressdo de CD44 ¢ ALDH1 em
CEC de boca como indicadores de prognéstico em invasoes teciduais e metastases. Enquanto
o ALDHI1 se mostrou diretamente associado a invasdo angiolinfatica, o CD44 estava
relacionado as metéstases para linfonodos cervicais, dois fatores associados a um prognostico

ruim.

Bourguignon et al. (2017) destacam também a importancia do acido hialurénico
em CEC de cabega e pescogo, uma vez que este estimula uma variedade de fungdes das CTT
como a formacao de clones, sua diferenciagdo, e a sua funcao de auto-renovacgao. Além disso,
sua interagdo com o CD44v3 desempenha um papel relevante na regulacao da expressdo dos
marcadores celulares, na expressao de suas propriedades de células-tronco, € na resisténcia

aos tratamentos quimioterapicos.

Lim et al. (2014) avaliaram a participacdo do fator de crescimento de hepatocito
(HGF) e de seu respectivo receptor (c-Met), no desenvolvimento de CEC de cabeca e
pescoco. Em seu estudo, foi observado que o tratamento com HGF foi capaz de promover a

formagdo de esferas de céulas-tronco tumorais, além de aumentar a expressao de marcadores
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celulares como Oct4, Sox2 e CD44. Cé¢lulas com altos niveis de ALDHI1 apresentaram niveis
transcricionais elevados de c-Met. Em contrapartida, ao diminuirem os niveis de c-Met, foi
observado uma atenuacdo das caracteristicas citadas anteriormente, além de promover um

aumento da sensibilidade a cisplatina e uma inibi¢ao da iniciagdo tumoral.

Para localizag@o das populacdes laterais dentro do microambiente tumoral, pode-
se também fazer uso da capacidade de efluxo dessas células altamente tumorigénicas com um
corante fluorescente que se liga ao seu DNA (Zhang et al., 2009). Tal habilidade ¢ similar a
capacidade de excrecdo de drogas quimioterapicas, € estdo relacionadas a expressdao de um

grupo de transportadores transmembrana (Hirschmann-Jax et al., 2004).

Mohajertehran et al. (2018) ainda enumeram em seu artigo a influéncia de
receptores de fatores de crescimento epiteliais de células-tronco em CEC em boca, como a E-
caderina, o receptor 1 do fator de crescimento epidérmico (EGFR), e a molécula de adesao
celular epitelial (EpCAM/CD326), onde observa-se uma expressdo aumentada de todos os

marcadores moleculares de uma forma geral.

Mishra et al. (2018) avaliaram padrdes de expressdes génicas distintas em CTT
com altos niveis de expressao de CD33 em CEC em boca. Em seu estudo, foi observado a
suprarregulagdo de genes que se relacionavam a regulacao imunoldgica, ao mesmo tempo
que os genes que sofreram a infrarregulacdo foram enriquecidos para genes referentes a
adesdo celular. Dentre os genes onde foram observadas expressdes reduzidas, a baixa
expressdao da molécula PCDHI18 foi relacionada com uma pior sobrevida pelo Atlas
Gendmico do Cancer para esses tipos de tumores, evidenciando-o com um fator prognostico

negativo.

Featherston et al. (2016) observaram a expressao de componentes do sistema
renina-angiotensina em CTT em CEC moderadamente diferenciados em mucosa bucal, como
o receptor (pro)renina, a enzima conversora da angiotensina, o receptor 1 de angiotensina Il e
o receptor 2 de angiotensina II. Foi constatado a presenca do receptor (pro)renina nas
subpopulagdes de CTT dentro da massa tumoral, no estroma peri-tumoral, € no endotélio dos
vasos sanguineos ali presentes. Enquanto a enzima conversora da angiotensina foi encontrada
apenas no endotélio dos vasos sanguineos do estroma peri-tumoral, os receptores 1 e 2 de
angiotensina Il oram observados nas subpopulagdes no estroma peri-tumoral e dentro da

massa tumoral.
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Posteriormente, Featherston et al. (2017) apuraram a localizagdo e a expressao de
Catepsinas B, D e G, além de sua relagdo com as subpopulagdes de CTT nos mesmos tipos
de tumores previamente estudados. Foi possivel observar a expressao de tais proteases com
imunohistoquimica, e, quanto a sua localizagdo, foi observado que, enquanto a catepsina D se
localizava no interior da massa tumoral, a catepsina B estava tanto no interior do tumor
quanto no estroma peri-tumoral, o0 mesmo local onde a catepsina G se relacionava com os

mastocitos triptase+ fenotipicos.

Apesar disso, como Dionne, Driver ¢ Wang (2005) ressaltam, os métodos para
identificacdo e isolamento das CTT ainda apresentam diversas limitacdes. Com relacdo a
realizacdo da citometria de fluxo para identificagdo dessas células, diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos podem afetar significativamente a precisao e a reprodutibilidade dos
resultados obtidos em pesquisas ja realizadas. Além disso, ainda ha a inespecificidade dos
marcadores de superficie (Chen et al., 2014), e a alteragdo das caracteristicas de células-
tronco por parte das células cancerosas, que podem ser perdidas ou recuperadas por

dependerem de suas interagdes com o estroma tumoral (Chaffer et al., 2011).

Teixeira e Corréa (2018) avaliaram a qualidade dos relatos disponiveis na
literatura com relagdo aos marcadores para CTT e sua relagdo com os fatores prognosticos
para CEC em boca. Ao final do estudo, concluiu-se que altos indices de marcadores
celulares, assim como a localizagao intracelular destes, possuem uma associagao significativa
com os fatores prognosticos da doenca, e que estes se relacionam principalmente a presenga
de metastases linfonodais e a taxa de sobrevida dos pacientes. Entretanto, foi observado que,
em alguns estudos, a marcacdo imunologica positiva € contraditdria para alguns marcadores
com relacdo a um progndstico bom ou ruim, e foi questionado se essa discrepancia possa ser

causada devido a falta de métodos padronizados para realizagdo de imuno-histoquimica.

Gonzalez-Moles et al. (2013) frisam que a identificagdo de CTT deveria ser a
maior preocupagdo dos pesquisadores atualmente, uma vez que isso poderia oferecer um
conhecimento ainda mais especifico sobre os tipos de células relacionadas com o
aparecimento de um tumor, sua distribui¢do pelos tecidos, as suas relagdes com suas células
sucessoras, além de sua implicagdo na proliferacdo e na invasao tecidual no prognostico de
um paciente oncologico. Ademais, o desenvolvimento de tratamentos efetivos que destruam

essas células depende diretamente da compreensdo de sua biopatologia.
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3.6 Terapias alvo contra CTT

Apesar de todos os esforcos, mesmo com a combinagdo das modalidades de
tratamento disponiveis para CEC de cabeca e pescogo (quimio e radioterapia, podendo ou
ndo estarem associadas a cirurgia), este tipo de tumor ainda apresenta uma grande
porcentagem de falhas. (Hombach-Klonisch et al., 2008). Mannelli e Gallo (2012) enfatizam
que a determinagdo da falha do tratamento oncoldgico pode estar diretamente ligado a
presenca das CTT e seus mecanismos que lhes permitem escapar das modalidades

terapéuticas aplicadas.

Facompre et al. (2012) ressaltam que tal dificuldade pode estar ligada a
resisténcia inerente das células-tronco adultas em tecido saudéaveis, uma vez que estas devem
ser capazes de sobreviver a diferentes fatores estressantes nos tecidos, como a falta de
nutrientes, a hipoxia, a presenca de toxinas e até a radia¢do. A hipotese das CTT avalia a
possibilidade de tais células possuirem as mesmas caracteristicas, o que garantiria a elas a
resisténcia aos tratamentos oncoldgicos convencionais € também atuaria na formacao de
recidivas. Shah et al. (2014) salientam ainda que o transporte ¢ o metabolismo acelerados de
drogas e o aumento do reparo de DNA sdo os principais mecanismos por tras da resisténcia a
quimioterapia e a radioterapia, respectivamente. Sinha et al. (2013) especificam que resposta
tumoral diante de uma modalidade terapéutica e a sensibilidade das CTT em canceres de
boca podem ser avaliadas através da sua capacidade de formagao de esferas, da presenca de
populacdes laterais de células, e da atividade de ALDH frente as drogas quimioterapicas e as

doses variaveis de radiag3o.

Rodini et al. (2017) destacam que, muitas vezes, apesar das altas doses
administradas nos tratamentos de radio e quimioterapia e das terapias alvo ja existentes
serem capazes de eliminar muitas células, tais doses podem nao ser suficiente para matar
todas as CTT. Isso resulta em um tumor que aparentemente foi eliminado, mas que recidivara
posteriormente devido as células-tronco residuais, que comecardo a proliferar novamente.
Nesse contexto, Jian et al. (2017) salientam que, embora tais células possam ser dificeis de se
eliminar, tratamentos especificos devem ser desenvolvidos para inibir seus mecanismos e

funcdes que lhes garantem resisténcia aos tratamentos convencionais.

Em contrapartida, Shakib et al. (2011) ressaltam que o contrario também ¢
valido. A realizagdo de um tratamento oncologico apenas com o uso de terapias-alvo voltadas

para a destruicao de CTT pode nao ser o suficiente para completa eliminacao do cancer, uma
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vez que as células saudaveis que circundam o tumor podem ser capazes de sobreviver e

sustenta-lo por longos periodos.

Li, Prince e Moyer (2015) evidenciam que a modulagdo do sistema imunoldgico
dos pacientes portadores de CEC de cabega e pescogo pode ser uma forma de melhorar os
resultados obtidos com o tratamento oncoldgico. Segundo eles, focando nas CTT, uma
vacina de células dendriticas ativadas por peptideos (Schlom et at., 2014) pode ser uma
abordagem racional e inovadora que poderia atingir especificamente as subpopulagdes mais
resistentes aos tratamentos € que apresentam as maiores taxas de reproducdo, uma vez que
tais vacinas se aproveitam da capacidade de apresentacdo de antigenos de tais células

dendriticas para estimular as respostas imunes primarias e secundarias de linfécitos T e B.

Baillie et at. (2017) ressaltam que, apesar de ainda ndo haver uma intervengao
unica que elimine de forma efetiva todas as CTT, o uso de um tratamento alternativo que
utilize uma combinacdo de medicamentos ja existentes para intervir nas etapas criticas do
sistema renina-angiotensina pode contribuir para uma abordagem futura na destruicao dessas
células durante o tratamento oncoldgico, uma vez que as CTT também parecem expressar

componentes desse sistema.

Qian et al. (2015) comentam em seu artigo que o desenvolvimento ¢ a introdugao
de imunoterapia para tumores de cabega e pescogo pode ser uma 6tima op¢ao de tratamento
complementar aos tratamentos oncoldgicos tradicionais, como a radio e a quimioterapia, uma
vez que essa modalidade de tratamento visa atingir as células tumorais diretamente, evitando
assim um grande ntimero de efeitos colaterais para o paciente. Ao mesmo tempo que o
sistema imunoldgico parece ser capaz de reconhecer as CTT e preparar uma resposta efetiva
contra ela, tais células também parecem ter um papel imunossupressor dentro de seu
microambiente tumoral (Wei et al., 2010; Liao et al., 2013). Como exemplo disso, temos um
defeito no processo de reconhecimento de antigenos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe 1 em tumores de cabega e pescogo, que ¢ responsavel
pela evasdo das células tumorais do reconhecimento por linfocitos T citotoxicos (Lopez-

Albaitero et al., 2006; Leibowitz et al., 2013).

Qian et al. (2018) discutem a possibilidade de desenvolver uma terapia-alvo com
base nas espécies reativas de oxigénio, uma vez que tais compostos estdo relacionados com o
desenvolvimento tumoral e a formacdao de metastases (Rodic e Vincent, 2018), e sdo

frequentemente observadas em varios tipos de canceres, incluindo os CEC de cabecga e
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pescoco. Em células cancerosas, apesar de ser possivel observar crescimento do tumor na
presenga de um leve aumento nos niveis de tais moléculas, observa-se supressdo do
crescimento do tumor e morte celular caso estes sejam excessivamente altos (Hampton e
Orrenius, 1997; Wu e Hua, 2007; Zhang et al., 2016; Lin et al., 2018). Em outras palavras, as
CTT que possuem baixos indices de espécies reativas de oxigénio intracelulares sdo
resistentes aos tratamentos de radio e quimioterapia além de serem menos sensiveis as
respostas imunoldgicas, ao mesmo tempo que as células tumorais com altos indices sdo

eliminadas.

Krishnamurthy et al. (2010) sugerem que uma terapia alvo voltada para a
interrupcdo da relacdo entre as células endoteliais e cancerosas possa ser benéfica para o
tratamento de pacientes com CEC de cabeca e pescoco, com base na existéncia de um nicho
perivascular funcionalmente relevante para as células-tronco de tais tumores. Em
contrapartida, Moharil et al. (2017) ressaltam em seu trabalho que a hipoxia tumoral também
¢ um fator importante dentro do microambiente tumoral, uma vez que leva ao aumento do
potencial metastatico, malignidade e resisténcia ao tratamento, pois aumentam a expressao de
genes resistentes as drogas, facilitam a invasdo tumoral e a formag¢dao de metastases, e
diminuem ndo so a expressdo de genes supressores de tumor, mas também sua estabilidade
gendmica. Outros estudos ainda demonstram que a hipdxia tumoral pode ainda regular a
diferenciacdo celular, o que pode facilitar ainda mais a sobrevivéncia das CTT (Harris e

Sinha, 2013).

Em sua revisdo, Gammon e Mackenzie (2016) sumarizam o papel da hipdxia e
do fator indutor de hipoxia I-alfa (HIF-1a), dois elementos que estdo relacionados com a
supra-regulagdo transcricional de varios genes responsaveis pelo comportamento celular em
CEC de cabeca e pescogo. A indugdo de alteracdes fenotipicas por meio da hipoxia é capaz
de aumentar a migracdo de células tumorais além de promover a invasdo tecidual (Zhong et
al., 1999; Pennacchietti et al., 2003; Kuwai et al., 2003; Lester et al., 2007; Chang et al.,

2011; Jing et al., 2013), e, consequentemente, em prognosticos desfavoraveis.

Ritchie e Nor (2013) propdem entdo que uma interrupcdo dos eventos de
sinalizagdo oriundos das células endoteliais possa ser uma alternativa eficaz para eliminar as
CTT sem causar a hipoxia de tais células. Por outro lado, sugere-se que a interrupg¢ao
direcionadas das principais vias de sinalizagdo que sustentam a sobrevivéncia e o

comportamento das CTT, como sua pluripoténcia e sua capacidade de iniciar novos tumores,
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sem causar hipdxia possa ser uma estratégia ainda mais eficaz no tratamento de canceres

mais avanc¢ados.

Kim et al. (2017) avaliaram o papel da interleucina 6 (IL-6) secretada por células
endoteliais na motilidade de CTT em tumores de cabeca e pescogo, ¢ foi observado que a
expressdo de seu receptor (IL-6R) ou de seu co-receptor (gpl30) em tumores primarios
estavam relacionados com uma baixa sobrevida dos pacientes. Os resultados desse estudo
demonstraram que a interleucina 6 secretada pelas células endoteliais € capaz de induzir um
fenotipo migratorio em CTT, sugerindo que a formagao de metéstases e recorréncias em CEC
de cabega e pescoco pode ser prevenida ou até atrasada por meio de um bloqueio da via dessa

interleucina.

Le et al. (2014) avaliaram as alteragdes epigenéticas em CEC de cabeca e
pescoco, a resposta de CTT diante de modificagdes em suas histonas e da metilagdo do seu
DNA, e o papel de alteragdes na cromatina na resisténcia tumoral frente as modalidades
terapéuticas. Com relagdo as alteracOes epigenéticas, a ativacdo da sinalizagdo do fator
nuclear kappa B (NFxB) ¢ capaz de induzir a compactagao da cromatina e da resisténcia
adquirida & quimioterapia em CEC de cabega e pescoco (Almeida et al., 2013), além de ser
essencial para a formacgdo de esferas tumorais em alguns tipos de tumor (Gallardo-Pérez et
al., 2009). Ademais, as alteragcdes epigenéticas também parecem ser capazes de controlar as
CTT por meio a desacetilagao das histonas, o que resulta na condensac¢ao da cromatina e na
reativagdo de programas de transcricdo semelhantes as das células-tronco saudaveis (Pardal
et al., 2003). Em outras palavras, o comportamento dos tumores de cabega e pescogo parece
depender diretamente das alteracdes na organizacdo da cromatina e suas consequentes

transcri¢des génicas.

Pensando em drogas ja utilizadas em tratamentos quimioterapicos, Ohnishi et al.
(2017) avaliaram o efeito de cetuximabe e de lapatinib sobre a proliferagao celular e a via de
transducdo de sinal de migragdo em CEC orais. Foi observado que o cetuximabe ¢ capaz de
interferir na migracdo celular, e que sua associagdo com o inibidor HGF/c-Met parece ser
ainda mais benéfico na realizacdo de terapias-alvo que visem impedir a separagdo de CTT do
tumor primario para a formacao de metastases. Além disso, notou-se que o lapatinib ¢ capaz
de diminuir a proliferagao celular, além de inibir a sua capacidade de formacao de esferas,

tanto em células diferenciadas no tumor primario quanto em células metastaticas.
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Setubal Destro Rodrigues et al. (2018) avaliaram os efeitos de cetuximabe e
erlotinibe sobre as CTT em CEC de cabega e pescogo, € como tais substancias bloqueiam o
receptor do fator de crescimento epidérmico, uma vez que o aumento de sua atividade tém
sido associado a resisténcia ao tratamento oncoldgico e a um prognostico desfavoravel
(Argiris et al., 2017; Bhatia et al., 2017; Juergens et al., 2017). Foi observado que a inibi¢ao
de tal receptor resulta em alteracdes morfologicas e moleculares, como a diminuicdo da
expressdo do CD44 e a diferenciagdo de CTT, além de uma diminui¢do no nivel de
proliferacdo celular, porém ndo héd inducdo de morte celular. Também observou-se que
ambas as drogas sdao capazes de atuar na transi¢ao epitelial-mesenquimal, alterando os

fendtipos das CTT para um estado que restrinja a invasao local e a formagao de metéstases.

Outra modalidade de tratamento que vem sendo frequentemente investigada € o
uso de Abrus agglutinin, uma lectina vegetal que exibe um potencial anticancerigeno
(Mukhopadhyay et al., 2014; Bhutia et al., 2016). Sinha et al. (2017) observaram que essa
substancia ¢ capaz de diminuir a expressao do CD44+ em células tumorais orais, além de
reduzir sua capacidade de autorrenovacao por meio da inibi¢cdo da via de sinalizacdo Wnt-f3-

catenina.

Papagerakis et al. (2014) evidenciam que um melhor entendimento do
comportamento de CTT com relagdo ao seu controle e seu potencial de diferenciagdo celular
e sua programacdo epigenética ¢ essencial para futuras aplicagdes clinicas, uma vez que a
caracterizacdo das subpopulacdes de CTT em canceres de cabeca e pescogo poderd abrir
caminhos para novas e mais efetivas terapias, visando a compreensdo dos fatores que
resultam na formagdo de metastases e de recidivas, e na resisténcia aos tratamentos ja

disponiveis.

Sayed et al. (2011) ressaltam que o desenvolvimento de modelos experimentais
in vitro ¢ in vivo ainda sao extremamente importantes, uma vez que as CTT compartilham as
mesmas vias moleculares que as células-tronco saudaveis, e terapias oncoldgicas projetadas
para combater tais células cancerosas podem afetar as células normais devido a sua

toxicidade.
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4 DISCUSSAO

Ao fazer uma andlise da literatura, ¢ possivel observar que ainda ha poucos
estudos relacionados as CTTs em CECs de cabeca e pescoco, conforme demonstrado no
quadro 1. Os estudos presentes nessa revisao dividem-se entre estudos in vitro € in vivo (em
camundongos), e suas finalidades variam entre a compreensao dos mecanismos de agdo das

CTTs e os efeitos obtidos sobre tais mecanismos com o uso de possiveis terapias alvo.

Pensando na apresentagdao de células tumorais para o sistema imunoldgico dos
pacientes, Lopez-Albaitero et al. (2006) mediram os niveis de componentes no
processamento de dois antigenos diferentes (receptor do fator de crescimento epidérmico
humano tipo 2 e antigeno associado ao melanoma 3) em CECs de cabeca e pescogo sob
condi¢des basais e apds incubacdo com interferons-gama (IFN-y). Seu estudo sugere que a
falta de detec¢do de antigeno leucocitario humano (HLA) classe I ndo comprova que tais
células realizem a apresentacdo de peptideos aos linfécitos T apesar da expressdo de hla
classe I e da existéncia de uma resposta linfocitaria especifica de antigenos tumorais. Além
disso, a resisténcia ao reconhecimento de células tumorais em CECs de cabeca e pescogo por
parte de linfocitos T com regulacdo negativa de alguns componentes do mecanismo de
processamento de antigenos fornece um mecanismo em potencial para a associacdo com a
regulacao negativa de seus componentes. Porém, o reestabelecimento da expressdo adequada
de componentes do mecanismo de processamento de antigenos em CECs de cabeca e
pescoco através de injegdes intra-lesionais de IFN-y poderia ter um resultado positivo sobre o
curso clinico da doenca e sobre a imunoterapia baseada em linfocitos T, uma vez que pode-se
observar uma melhora no reconhecimento imunologico e uma diminui¢do da incidéncia
tumoral na presenca de uma regulagdo positiva de TAP1 endovenoso em camundongos

submetidos a esse tratamento.

Ainda sobre identificacdo de CTTs, em seu estudo, Krishnamurthy et al. (2010)
utilizaram a expressdo de ALDH e CD44 para selecionar células-tronco putativas em CECs
primérios de cabeca e pescoco. Inicialmente, foi observado que, do grupo de 15
camundongos que receberam uma menor quantidade de CTTs, 13 obtiveram o
desenvolvimento do tumor, ao mesmo tempo que 2 dos 15 camundongos que receberam uma
grande quantidade de células-tronco saudaveis obtiveram o mesmo resultado, demonstrando
que ambos os marcadores sdo capazes de selecionarem células altamente tumorigénicas.

Também foi observado que as células ALDH+CD44+Lin— possuem a capacidade de auto-
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renovagdo ¢ de formacao de esferas, além de se localizarem proéximo a vasos sanguineos,
sugerindo entdo a formacdo de nichos perivasculares. Estudos in vifro demonstraram ainda
que fatores secretados por células endoteliais sdo capazes de promover a auto-renovacao das
CTTs, e a ablagao seletiva de células endoteliais associadas ao tumor ¢ capaz de causar uma

reducdo acentuada na fragao de CTTs em tumores xenoenxertados.

Leibowitz et al. (2013) avaliaram o efeito da superexpressdo de fosfatase sobre o
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1 ativado (pSTATI1), e seu consequente escape
imunologico do mecanismo de processamento de antigenos. Em seu estudo, foi possivel
observar a regulagdo positiva de SHP2 em células tumorais, e a deplecdo de tal componente
foi capaz de resultar na expressao positiva de pSTAT1 e de ALH classe I do mecanismo de
processamento de antigenos. A expressdo aumentada de SHP2 em queratindcitos saudaveis
também foi capaz de inibir a fosforilacdo de STAT1 mediada por IFN-y, e a deplecao de
SHP2 em STATI1 de células tumorais ndo induziu significativamente a expressdo de
componentes do mecanismo de processamento de antigenos mediados por IFN-y, verificando
entdo a dependéncia da atividade de SHP2 por parte do STAT1. Por fim, a deplecdo de SHP2
foi capaz de induzir o reconhecimento de células tumorais por linfocitos T citotoxicos
restritos 8 ALH classe I além da secre¢do de quimiocinas inflamatdrias capazes de atrair as
células-T, sugerindo que SHP2 pode ter um importante papel no escape de células tumorais
do mecanismo de processamento de antigenos e do reconhecimento de linfécitos T

citotoxicos.

Subsequentemente, Liao et al. (2013) avaliaram a suscetibilidade de CTTs frente
a resposta imune mediada por linfocitos T citotoxicos CD8+ especifico de aloantigeno.
Notou-se que as CTTs derivadas de uma cultura esferoidal apresentaram maiores expressoes
de ALDH, ICAM1 e de marcadores celulares de células-tronco/progenitoras para todas as
linhas de células avaliadas, enquanto houve uma expressiao diminuida de MHC classe I para
as linhas de células de tumores cervicais. Observou-se que o tratamento com IFN-y resultou
no aumento da expressdo de ICAMI1 e de MHCI, além de ocasionar em lise celular
melhorada em CTTs derivadas da cultura esferoidal. Além disso, as CTTs se mostraram
menos sensiveis a lise celular por linfocitos T citotoxicos CD8+ especificos do aloantigeno
restrito a MHC classe I, porém se mostraram mais sensiveis com niveis altos de expressao de

ALDH.
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Sobre o comportamento tumoral, Chang et al. (2011) avaliaram a expressao de
histona desacetilase 2 (HDAC2) em CEC de boca, uma vez que esta se relaciona a estagios
avancados desses tipos de tumores e piores prognosticos. Em seu estudo, foi observado que
as alteragdes nos niveis de HDAC2 eram capazes de modular a invasdo tecidual de células
tumorais de forma positiva. Em modelo animal, foi observado que a rapida diminui¢ao da
expressdo de HDAC2 em células que originalmente possuiam uma alta expressdo enddgena
resultou na diminui¢@o da iniciagdo e da progressao tumoral. Além disso, constatou-se que a
estabilidade da proteina HIF-1a foi mantida em células tumorais com expressdo aumentada
de HDAC2, o que contribui para um aumento da invasao tecidual e da migragao celular

durante a progressdo tumoral.

Almeida et al. (2013) também avaliaram a importancia do NfkB sobre a
resisténcia tumoral através da modificacdo de histonas. Observou-se que células de CEC de
cabeca e pescogo resistentes ao tratamento quimioterapico com sinalizagdo NfkB ativada sdo
capazes de responder a quimioterapia através da reducdo dos niveis de BRCA1 nuclear a
partir da desacetilagdo de histonas (compactacao da cromatina). A ativacao dessa assinatura
molecular resultou ainda em problemas no reparo de danos do DNA, acumulagao prolongada
da histona YH2AX e aumento da instabilidade gendmica. Com base nisso, notou-se que a
indugdo farmacolédgica da desacetilagdo de histonas com o auxilio de inibidores de HDAC foi
capaz de prevenir a resisténcia a cisplatina induzida por NfkB. Consequentemente, o
silenciamento de NfkB em CECs de cabega e pescogo ¢ capaz de induzir a acetilagdo de

histonas tumorais, o que resulta em uma menor resisténcia aos tratamentos quimioterapicos e

uma maior citotoxidade frente ao tratamento com cisplatina.

Posteriormente, Kim et al. (2017) avaliaram o papel da IL-6 secretada por células
endoteliais sobre a progressao tumoral através do fendtipo migratorio e da sobrevivéncia de
CTTs. Em seu estudo, foram analisados 77 casos de pacientes com CECs de cabeca e
pescoco em 11 anos de acompanhamento pos-tratamento oncoldgico, e foi possivel observar
que altos niveis do receptor de IL-6 e de seu co-receptor gp130 estavam relacionados aos
baixos indices de sobrevivéncia, uma vez que os fatores secretados por células endoteliais
sdo capazes de induzir a TEM além de aumentar a capacidade de invasdo tecidual das CTTs
desse tipo de tumor. O bloqueio da expressdao de IL-6 secretado por células endoteliais nao
parece afetar a habilidade de formacao de novos vasos sanguineos por parte de tais células,
porém foi capaz de gerar tumores xenoenxertados menores e de diminuir as populagdes

celulares com altos indices de ALDH e CD44. Além disso, observou-se que o uso de um
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anticorpo anti-IL-6R (tocilizumabe) inibiu a motilidade induzida por células endoteliais in

vitro e diminuiu a fragdo de CTTs in vivo.

Em seguida, Setiibal Destro Rodrigues et al. (2018) avaliaram o efeito de
cetuximabe ¢ erlotinibe sobre subpopulagdes de células em CECs de cabeca e pescogo com
relagdo ao receptor do EGFR, que ¢ comumente superexpressado nesses tipos de tumores e €
responsavel pela ativacdo de vias de sinalizagdo intracelular que controlam crescimento,
diferenciagdo, sobrevivéncia e invasao tumoral. Em seu estudo, observou-se que tais drogas
sao capazes de diminuir a proliferacdo celular de todas as linhas celulares avaliadas por meio
da interrup¢do do EGFR, porém promovem pouca morte celular. Ademais, cetuximabe e
erlotinibe foram capazes de alterar os processos de TEM e TME além da diferenciagdo
celular. A alteragdo na TEM resultou em diminui¢ao da motilidade das células, e espera-se
que também seja capaz de diminuir a invasao tecidual e a formagdo de metastases. Por fim, o
bloqueio do EGFR foi capaz de alterar o fendtipo das CTTs para um mais sensivel a quimio e
a radioterapia, um efeito desejado para melhorar a resposta tumoral frente as terapias
oncologicas adjuvantes, além de diminuir a expressio do CD44, um marcador que se

relaciona a manutengdo das CTTs.

Ohnishi et al. (2018) avaliaram o efeito de cetuximabe, um anticorpo monoclonal
especifico anti-EGFR, e de lapatinibe, um inibidor de EGFR/ErbB2 com efeitos anti-
proliferativos, sobre os mecanismos que levam a resisténcia de trés linhas de células de CECs
de boca (HSC3, HSC4 e SAS). Inicialmente, observou-se que o cetuximabe ¢ capaz de inibir
a proliferagdo celular apenas de HSC3 e HSC4, apesar de todas apresentarem EGFR em sua
membrana celular. Em seguida, constatou-se que apenas as linhas de células SAS, resistentes
ao cetuximabe, sdo capazes de formar esferas a partir de células unitarias, e que a
sensibilidade do cetuximabe ao crescimento dessas populacdes ¢ dependente da via EGFR-
PI3K-Akt. Notou-se também que o cetuximabe ainda atua na inibicdo da migra¢do das
c€lulas tumorais, de forma expressiva em SAS e de forma moderada em HSC3, mas
praticamente ndo altera a atividade de HSC4. Com relacao ao Lapatinibe, observou-se que tal
inibidor ¢ capaz de reduzir a proliferacdo das populagdes de células de CECs sem a
capacidade de formagdo de esferas, porém tal efeito ndo é observado em células resistentes a
esse composto, uma vez que tais cé€lulas possuem caracteristicas de CTTs. Também
observou-se que o lapatinibe pode ser usado para o bloqueio do processo de formagao de

esferas das células SAS através da inibi¢ao da via de sinalizacdo e ErbB/AKT/cyclin D2.
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Apesar de se tratarem de estudos diferentes, todos obtiveram resultados positivos
frente a modulacdio dos mecanismos de acdo das células tumorais que lhes atribuem
caracteristicas de células-tronco, como a identificacdo de tais células por linfécitos T (Lopez-
Albaitero et al., 2006), a sua sensibilizacdo para a ocorréncia de lise celular (Liao et al.,
2013), e a interrup¢cdo na formagdo de metdstases (Ohnishi et al., 2018; Setubal Destro

Rodrigues et al., 2018).

Talvez a chave para a erradicacdo dos CECs em cabeca e pescogo mais resistentes
esteja na associagdo dos resultados ja obtidos. Bloquear os processos de TEM e TME
inicialmente resultaria na diminui¢do da motilidade das CTTs, o que, quando associado as
terapias que impedem a formacdo de novas esferas tumorais e as terapias anti-angiogéncias,
limitaria a formagao de metastases. Além disso, ao manter o fenotipo das CTTs estabilizado e
regular a expressao de seus marcadores de superficie, a detecgdo de tais células por parte do
sistema imunologico se tornaria mais facilitada, reduziria suas propriedades de células-
tronco, auxiliaria no processo de lise celular, e diminuiria a resisténcia de tais células frente

aos tratamentos quimioterapicos ja existentes.

Embora seja possivel observar um grande interesse sobre os mecanismos de agao
das CCTs, nota-se que ainda existem poucos estudos na literatura referente ao papel de tais
células em CECs de cabeca e pescogo. Contudo, ainda ¢ necessario avaliar a aplicabilidade
dos resultados obtidos em outros modelos animais, para entdo dar inicio a realizagao de

estudos clinicos.
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Quadro 1 - Terapias-alvo voltadas para CTTs em carcionas espinocelulares de cabeca e pescoco.

Publicacao Amostra Analise Marcador Resultados
Arininsicombesimatnd s T svirios o slinn gt o
é(gz)eg)—Albaltero ctal. ;%Eggi%fgﬁfg’cﬁigg& Citometria de fluxo, PCR HLA classe I a administragdo intra-lesional de IFN-y pode ter um efeito positivo sobre o curso clinico da
PCI-37A. PCI-37B doen(;az e a imunoterapia baseada em células-T pode restaurar o reconhecimento de células
tumorais.
Krishnamurthy et al UM-SCC-1, UM-SCC-74A, Foi observado que as células ALDH+ se localizam comumente ao redor de vasos
y ’ UMSCC-74B, UM-SCC-17A, Microscopia confocal ALDH e CD44 sanguineos. Além disso, as células endoteliais parecem ser as responsaveis pelo inicio dos

(2010)

UM-SCC-17B, UM-SCC-11B

eventos de sinalizagdo que aumentam a sobrevivéncia e a auto-renovagao das CTTs.

Ca9-22, Cal-27, HSC-3, SAS,

Alteragdes nos niveis de histona HDAC2 sdo capazes de modular a capacidade invasiva de
células tumorais de forma positiva, e o silenciamento de sua expressdo resulta em

Chang et al. (2011) TW2.6 PCR NI diminuigdo da iniciac@o e progressdo tumoral. A superexpressdo dessa enzima ndo parece
afetar a estabilidade da HIF-1a.
Células quimiorresistentes com sinalizagdo ativa de NfkB respondem & quimioterapia com
Imunofluorescéncia, a redugdo dos niveis de BRCA1 nuclear e com a promogao da desacetilagdo de histonas
. HN6, HN12, HN13, Cal27, . . ~ - . - . N . .
Almeida et al. (2013) morfometria, ensaio cometa NI (compactagdo da cromatina). A induc@o farmacoldgica da acetilag@o das histonas por meio
UMSCC17B, UMSCC74A . L i . . PSR L .
¢ Immunoblotting de inibidores de HDAC também foi capaz de prevenir a resisténcia a cisplatina induzida
por NfkB.
Leibowitz et al. PCI-13, SCC-90, SCC-4, PCI- Imunohistoquimica, PCR, NI A expressdo aumentada de SHP2 pode contribuir para a baixa regulagdo do processamento

(2013)

15B

citometria de fluxo

de antigenos e para a evasao de linfocitos T citotoxicos por células cancerigenas.

Liao et al. (2013)

UD-SCC2, UM-SCCI11B

Citometria de fluxo, PCR

ALDH, ICAMI1 e
marcadores celulares
de células-tronco e
células progenitoras

A morte celular provocada pelas terapias-alvo esta diretamente relacionada ao nivel de
expressdo dos marcadores celulares e de seu reconhecimento. O pré-tratamento com IFN-y
parece sensibilizar as células e as torna mais propensas a sofrer lise celular.

Kim et al. (2017)

77 casos de CECCB invasivo
(UM-SCC-1, UM-SCC-22B)

Imunohistoquimica

ALDH, IL-6, DAPI

A expressdo do receptor e do co-receptor de IL-6 se relaciona a uma baixa sobrevida dos
pacientes. A IL-6 secretada ¢ capaz de induzir a TEM e aumenta a migragdo de CTT.

Setibal Destro

Imunohistoquimica,
citometria de fluxo, blotting

Cetuximabe e erlotinibe sdo capazes de promover a inibi¢do do receptor do fator de
crescimento epidérmico (resulta na diminui¢do da expressdo do CD44 e na diferenciacdo

Rodrigues et al. CAl and Luc4 . CD44 de CTTs), além de diminuir o nivel de proliferacdo celular, porém ndo induzem morte
ocidental, , o , . . ~
(2018) . . celular. Também atuam na TEM (alteram o fenotipo das células e restringem a invasio
imunofluorescéncia, PCR ~ .
local e a formagdo de metastases).
Observou-se que o cetuximabe € capaz de interferir na migragao celular, e acredita-se que
sua associagdo com o inibidor HGF/c-Met possa impedir a formag@o de metastases.
Ohnishi et al. (2018) HSC3, HSC4, SAS Imunofluorescéncia EGFR Também notou-se que o lapatinibe é capaz de diminuir a proliferagdo celular, além de

inibir a sua capacidade de formagao de esferas, tanto em células diferenciadas no tumor
primario quanto em células metastaticas.
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5 CONCLUSAO

A descoberta de células heterogéneas em CEC de cabega e pescoco representa
um grande avango no entendimento e no tratamento de lesdes tumorais, principalmente para
aquelas que apresentam altas porcentagens de metastases e recidivas como os CECs em boca.
Apesar disso, a literatura ainda precisa avangar para uma melhor compreensdo das
propriedades das CTTs e para o desenvolvimento de novos protocolos de tratamento em
estudos clinicos, visando o controle de tais células e levando em conta suas vias de
sinalizacdo e os processos de TEM e TME a fim de evitar a resisténcia das células tumorais
aos tratamentos radio e quimioterdpicos. Considerando o prognostico dos pacientes
acometidos por CECs de boca, a erradicacao desses tumores podera melhorar a sobrevida

desses pacientes, diminuindo as taxas de mortalidade e melhorando a sua qualidade de vida.
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