MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA — TRABALHO FINAL

JOANA BARBARA GASPAR DOMINGOS

Carcinoma espinhocelular cutaneo: Novos fatores de risco

ARTIGO DE REVISAO

AREA CIENTIFICA DE DERMATOLOGIA

Trabalho realizado sob a orientagéo de:
RICARDO JOSE DAVID COSTA VIEIRA, PROFESSOR DOUTOR

FEVEREIRO/2022






Artigo de revisédo

Titulo: Carcinoma espinhocelular cutaneo: Novos fatores de risco

Autor: Joana Barbara Gaspar Domingos?

Orientador: Ricardo José David Costa Vieira?

Afiliacao:

!Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra, Portugal; Endereco de correio eletrénico:

jbgdomingos@gmail.com

2Servico de Dermatologia, Centro hospitalar da Univerdade de Coimbra, Portugal; Endereco
de correio eletrénico: ricardo.jdc.vieira@gmail.com; Morada: Azinhaga de Santa Comba,
Celas, 3000 — 548 Coimbra






indice

RESUIMO .ot e s et e e e e s e e e e e e e e e e s e s n e et e e e e e s n e e e e e s 7
PAIAVIAS-CRAVE ...t e e e e et e e e e e e e s nne e e e s nnn e e e e aan 7
N 0153 1 = T P 8
GlOSSArio dE ADrEVIATUIAS .....coiiiiiiie e e e 9
O [ 4 o Yo LV T o= T 1 PR 10
2 MAteriaiS € MELOTOS .. cc.ueieiiiie ettt ettt e s 11
3 DESENVOIVIMENTO . .ttt e et e e e r e e e e e e aanees 12
3.1 Terapéutica ClAsSiCa dO CEC..........oiiiiiie e 12
3.1.1 (O £V o - USRS 12
3.1.2 = 10 [10) (=T = o T 1T PERRR 12

3.2 Marcadores histoldgicos de recidiva do CEC...........ccccciiieeiieiiiiccieeeee e, 13
3.21 INVASEO PEINEUIAL.......eeiiiie et e e e e e s e e e e e e e eanes 13
3.2.2 TUMOT BUAING e 16
3.2.3 FIbrose peritumoral ............ooi i 18
3.24 Metastases para os tecidos moles e invasao extra-ganglionar ..................... 18

3.3 Marcadores moleculares de recidiva do CEC ...........ccooeiiiiiiiieiniiiee e 19
3.31 P DL L s 19
3.3.2  RAS € P53 ittt 21
3.3.3 Promotor da transcriptase reversa da telomerase .........cccccceevvvccivieiieeeeeeenns 21
3.34 (0T o] o] F= 1] o - PO PRPRR 22
3.35 Transcriptase da lectina-liKe L ..., 23
3.3.6 L4 F= 18 o [ o = 0 5 S 23



3.3.7 Inositol-1,4,5-trisfosfato 5-fosfatase do tipo ..o, 23

3.3.8 Pre-mRNA processing factor 3 ......cccoooviiiiiiicici e 25
3.3.9 Antigénio A12 associado ao melanoma € P21 .......cccevcveerieeenieeeiiee e 25

3.4 Novas terapéuticas em estudo para o CEC e o seu impacto no futuro.................. 26
34.1 Inibidores do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) ................ 26
3.4.2 Anticorpos anti ligando da proteina de morte celular programada —1........... 27

I (=T V11 = To Lo 1 PO PPPPRPPPPPRR 30
5  DiSCUSSE0 € CONCIUSAO .couviiiiiiiiiiee ettt ettt e e e e 35
LI N 1= o [=Tod ] o 4 1=] 01 (0 E PP TTPPRPPN 37
7  Referéncias bibliografiCas ......cccvveii i 38

indice de Tabelas

B =1 o =Y = 0 PR 14



Resumo

Introducgdo: O carcinoma espinhocelular cutaneo é o segundo tumor cutaneo maligno mais
frequente e a sua incidéncia tem sido crescente. Embora a maioria destes tumores
apresentem um bom prognéstico, ha uma pequena percentagem que evidencia maiores taxas

de recorréncia, invasao linfatica, metastases locais e a distancia e morte.

Objetivos: Estudar novos fatores de risco (invasdo perineural, tumor budding, fibrose
peritumoral, metastases para os tecidos moles e invasdo extraganglionar, expresséo do
ligando da proteina de morte celular programada — 1, RAS e p53, o gene promotor da
transcriptase reversa da telomerase, podoplanina, a transcriptase da lectina-like 1, a claudina
11, o inositol-1,4,5-trifosfato do tipo I, pre-mRNA processing factor 3 e o antigénio 12
associado ao melanoma e p21) e avaliar possiveis implicacdes no progndstico e a sua
influéncia sobre a utilizacdo de novas abordagens terapéuticas dirigidas (inibidores do recetor
do fator de crescimento epitelial e anticorpos anti-ligando da proteina de morte celular

programada — 1).

Materiais e métodos: Foram consultadas 43 referéncias bibliograficas obtidas na base de
dados da PubMed.

Conclusao: Os novos fatores de risco estudados ao longo deste artigo de revisao
evidenciaram ter impacto sobre a sobrevivéncia livre de doenca e sobrevivéncia global dos
doentes, pelo que é relevante a identificacdo de fatores que possam influenciar o
estadiamento destes tumores e que possam ser utilizados como alvos moleculares para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: Carcinoma espinhocelular cutaneo, Fator de progndstico; Recorréncia;

Metastatico.



Abstract

Backgroud: Cutaneous squamous cell carcinoma is the second most frequent cutaneous
malignant tumor and its incidence has been rising. Despite most of those tumors having a
good prognosis, there are a small percentage that shows higher recurrence rates, lymphatic

invasion, local and distant metastases and death.

Objectives: To assess new risk factors (perineural invasion, tumor budding, peritumoral
fibrosis, soft tissue metastases and extra-nodal extension, programmed cell-death ligand — 1
expression, RAS and p53, promoter of the telomerase reverse transcriptase, podoplanin,
lectin-like transcript 1, claudin 11, inositol polyphosphate-5-phosphatase, pre-mRNA
processing factor 3 and melanoma-associated antigen A12 and p21) and understand the
possible implications on prognosis and their influence in the management of new direct
therapeutic approaches (inhibitors of the epidermal growth factor receptor and inhibitors of the

programmed cell-death ligand — 1).
Methods: Were consulted 43 bibliographic references obtained from PubMed database.

Conclusion: The new risk factors studied throughout this literature review showed impact on
the disease-free survival and overall survival of patients, whereby is relevant the continuance
of the assessment of these risk factors to achieve a better staging system and also to define

new molecular targets for the development of new therapeutic approaches.

Keywords: Cutaneous squamous cell carcinoma; Prognostic factor; Recurrence; Metastatic.



Glossario de abreviaturas

CEC - Carcinoma espinhocelular cutaneo

UV — Ultravioleta

IPN — Invaséo perineural

MTM — Metastases para os tecidos moles

IEG - Invasao extraganglionar

PD-L1 — Ligando da proteina de morte celular programada — 1
PD-1 — Proteina de morte celular programada — 1

TERTp — Promotor da transcriptase reversa da telomerase
LLT1 — Transcriptase da lectina-like 1

CLDN 11 - Claudina 11

INPP5A - Inositol-1,4,5-trisfosfato 5-fosfatase do tipo |
PRP3 — Pre-mRNA processing factor 3

MAGEA12 — Antigénio A12 associado ao melanoma
NCCN — National Comprehensive Cancer Network

IPNi — Invasao perineural incidental/microscoépica

IPNc — Invasao perineural clinica

OS - Sobrevivéncia global

DFS — Sobrevivéncia livre de doenca

RTa — Radioterapia adjuvante

QRT — Quimioradioterapia

LAG-3 — Gene de ativacao de linfocitos 3

MAPKSs — Proteinas cinases ativadas por mitogénio

NK — Natural Killer

QA — Queratose actinica

QS - Queratose seborreica

EGFR - Inibidores do receptor do factor de crescimento epitelial

a-Gal — a-1,3,Galactose



1 Introducéo

O carcinoma espinhocelular cutaneo (CEC) é o segundo tumor cutdneo maligno mais
frequente, a seguir ao carcinoma basocelular. A sua incidéncia tem vindo a aumentar nas
Ultimas décadas, gracas ao diagnostico mais precoce e a uma maior exposicao a radiacédo

ultravioleta (UV). [1,2] Prevé-se uma duplicacdo da incidéncia até 2030. [1]

Embora a maioria dos carcinomas espinhocelulares cutaneos tenham um bom progndstico,
h& uma pequena percentagem que apresenta maiores taxas de recorréncia, invasao linfatica
e, consequentemente, morte, [3] sendo 0 segundo carcinoma cutaneo com maior taxa de

mortalidade, a seguir ao melanoma. [1]

Os principais fatores de risco que ja foram amplamente estudados sdo o tamanho do tumor
(22 cm); espessura e profundidade de invasao (>6 mm); exposic¢ao a radiagcao UV; localizacao
no labio inferior, orelha e genitais; cicatrizes de queimadura; invaséo linfovascular; doentes
imunodeprimidos; baixa diferenciacdo histolégica e ainda subtipos como o desmoplastico,
acantolitico e doenca de Bowen invasiva. [3,4] Para poder fazer uma estratificacdo
prognéstica adequada e desenvolver novas terapéuticas dirigidas é fulcral o estudo de novos
fatores de risco, tanto histol6gicos como moleculares. Dentro dos marcadores histol6gicos
encontram-se a invaséao perineural (IPN); [6-14] tumor budding; [15-17] fibrose peritumoral;
[18] metastases para os tecidos moles (MTM) e invasdo extraganglionar (IEG). [19] Nos
marcadores moleculares destacam-se o ligando da proteina de morte celular programada — 1
(PD-L1); [20-24] RAS e p53; [25] o gene promotor da transcriptase reversa da telomerase
(TERTp); [26] podoplanina; [27] a transcriptase da lectina-like 1 (LLT1); [28] a claudina 11
(CLDN 11); [29] o inositol-1,4,5-trisfosfato 5-fosfatase do tipo | (INPP5A); [30,31] pre-mRNA
processing factor 3 (PRP3) [32] e 0 antigénio A12 associado ao melanoma (MAGEA12) e p21.
[33]

Com este artigo de revisao pretendemos analisar a evidéncia cientifica mais recente relativa
aos novos fatores de risco do carcinoma espinhocelular cutaneo, perceber quais as possiveis
implicagbes no prognostico e a sua influéncia sobre a utilizacdo de novas abordagens

terapéuticas dirigidas.
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2 Materiais e métodos

Para a realizacdo deste artigo de revisdo foram pesquisados artigos cientificos, artigos de
revisao, estudos de caso e diretrizes escritos em inglés e relativos a espécie humana, obtidos
na base de dados da PubMed, e publicados entre 2016 e 2021, utilizando as seguintes
palavras-chave: “Cutaneous squamous cell carcinoma”, “Prognostic factor”, “Recurrence” e
“Metastatic”. Foram ainda consideradas outras publicacées de interesse presentes nas listas
de referéncias dos artigos selecionados. Entre os artigos encontrados, foram selecionados
consoante o abstract aqueles com maior relevancia para o tema proposto, num numero total

de 43 referéncias bibliograficas.
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3 Desenvolvimento
3.1 Terapéutica classicado CEC
3.1.1 Cirurgia

A cirurgia é a terapéutica de escolha para os carcinomas espinhocelulares cutaneos tendo
como principais objetivos a obten¢édo de margens livres, sem défice de funcdo ou alteracéo
estética. [5] Nos tumores de baixo risco metastatico deve realizar-se ressecao cirdrgica com
margem de 5 mm e nos tumores de alto risco metastatico a ressecao cirargica deve atingir os
10 mm de margem. [2,3,5] Quando é possivel deve realizar-se uma ressec¢ao a 1 tempo, mas,
se for necesséario proceder a reconstrugdo com enxerto ou retalho, deve optar-se por uma
ressecdo a 2 tempos, procurando reconstruir apds comprovacao de margens histologicas
livres, embora a reconstrucdo possa ser segura se realizada imediatamente apds cirurgia

micrografica de Mohs. [2]

Em doentes mais idosos, com tumores pequenos, bem diferenciados, com crescimento lento
e em zonas expostas a radiagdo UV, a realiza¢do apenas de curetagem e eletrocoagulagéo
€ uma alternativa terapéutica a discutir, visto que a taxa de recorréncia nestes casos é
relativamente semelhante, independentemente de se realizar curetagem, ressecao cirdrgica
ou cirurgia de Mohs. [2,3] Pode ainda recorrer-se a esta técnica caso o doente ndo seja

candidato a cirurgia. [3]

Em tumores de alto risco ou com localizagdes anatomicas de dificil manipulagdo deve optar-
se pela cirurgia de Mohs. [2,3] Esta permite atingir uma taxa de cura aos 5 anos de 96,9% em

oposicao a excisao classica (92,1%). [3]
3.1.2 Radioterapia

A radioterapia € uma alternativa a resse¢ao priméaria quando esta ndo é possivel por dificil
execucdo; potenciais danos funcionais ou estéticos; [2,3,5] perante invasdo perineural; [2]
envolvimento linfovascular; doenca avancada (T3-4); imunossupressédo; doente que recusa a

abordagem cirurgica ou necessita de cuidados paliativos. [5]

7

O risco de recorréncia ap06s radioterapia isolada € superior quando comparado com a
ressecao cirurgica. [2] Ainda assim, esta pode atingir 6timos resultados em carcinomas

cutaneos espinhocelulares superficiais. [5]

Uma revisdo sistematica realizada por Jambusaria-Pahlajani et al. concluiu que, quando se

atingem margens livres, a radioterapia adjuvante ndo tem qualquer beneficio. Porém, a
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National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomenda a realizacdo desta em quase
todos os tumores ressecados localmente e a todos os tumores com invaséao linfovascular. A
excecdo sdo os tumores solitarios com < 3 cm em que é suficiente a ressec¢éo cirdrgica
isolada. [3,5]

Alguns efeitos adversos da radioterapia sdo a atrofia cuténea; alopécia; hiposudorese;
diminuicdo da secrecdo sebacea; discromia; telangiectasias; esclerose hipodérmica e
aparecimento tardio de novos tumores cutaneos, pelo que deve ser evitada em doentes

jovens. [2]

ApOs a terapéutica, o doente deve ser seguido periodicamente. Nos tumores de alto risco,
tendo em conta que a maioria recorre nos primeiros 2 anos, [2] este seguimento deve ser
realizado a cada 3 — 6 meses, durante 5 anos, com palpacéo da zona de excisdo tumoral e
da regido linfatica. [2,3] Para além desta avaliagdo local deve ainda ser realizada uma
avaliacdo de toda a pele do doente a cada 6 meses ou anualmente. Doentes idosos com
tumores pequenos, bem diferenciados e em zonas de exposicao a radiacdo UV podem ter

alta apds 3 meses de seguimento. [2]
3.2 Marcadores histolégicos de recidiva do CEC
3.2.1 Invasao perineural

A invasao perineural é definida como a “propagacgéo de células tumorais para o espago que

envolve um nervo”. [6]

1-5% de todos os CEC apresentam IPN, particularmente agueles que surgiram na sequéncia
de exposicdo a radiacdo UV. [7] Se considerarmos caracteristicas especificas relacionadas
com uma maior prevaléncia de IPN observamos que 64% dos CECs com tamanho 22,5 cm
tém IPN, ao passo que sO encontramos IPN em 11% dos tumores com tamanho <2,5 cm. [6]
Para além do tamanho do tumor, ha outros fatores que tornam a IPN mais prevalente, como
0 sexo masculino; tumores recorrentes; localizacdo a regido central do rosto; baixa
diferenciagdo histologica e profundidade de invasdo. [8] Se nenhum destes fatores estiver

presente, a presenca de IPN nao indica um pior prognéstico. [8]

A invasao perineural pode ser de 2 tipos: incidental/microscopica (IPNi) ou clinica (IPNc). Na
IPNi 0 doente ndo apresenta sintomas nem alteracées aos exames de imagem, sendo o seu
diagnéstico um achado incidental, muitas vezes aquando da avaliacdo pela anatomia
patolégica da peca cirurgica. [6-8] Representa 60 — 70% dos doentes diagnosticados com

invasao perineural [6,8]. Por outro lado, na IPNc, os doentes manifestam sintomas. [6-8] Como
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sintomas iniciais podem apresentar parestesias com evolucao para dor, anestesia ou paralisia
e podemos encontrar evidéncia de invasao perineural nos exames de imagem. [6,8,13] Estes
doentes representam 30 — 40% dos doentes com invasao perineural. [6,8] Clayman et al.
descobriu que a sobrevivéncia global (OS) aos 3 anos de doentes com CEC com IPN é de
64% enquanto a de doentes com CEC sem IPN é de 91%. Uma revisdo sistematica recente
baseada em 12 estudos com um total de 640 casos de CEC com IPN concluiu que ndo ha
diferencas no risco de metastases ganglionares e a distancia entre doentes com IPNi e IPNc.
[6] Noutra revisao sisteméatica que incluiu 6 estudos com 241 doentes com IPNc e 7 estudos
com 381 doentes com IPNi observou-se que o risco de metastases ganglionares foi de 6% na
IPNc e de 10% na IPNi; o risco de metastases a distancia foi de 0.5% na IPNc e de 3% na
IPNi; as mortes provocadas pela doenca corresponderam a 27% na IPNc e a 6% na IPNi; a
sobrevivéncia livre de doenca (DFS) aos 5 anos foi de 61% na IPNc e de 76% na IPNi; a
sobrevivéncia global aos 5 anos foi de 66% na IPNc e de 43% na IPNi. Conclui-se que doentes
com IPNc tém maior risco de recorréncia local e mortalidade, mas melhor sobrevivéncia global

aos 5 anos, comparativamente com doentes com IPNi. [8]

Tabela 1: Resultados expectados na IPNc e IPNi

IPNc IPNi
Taxa de recorréncia local 37% 17%
Risco de metastases ganglionares 6% 10%
Risco de metastases a distancia 0.5% 3%
Mortes provocadas pela doenca 27% 6%
Sobrevivéncia livre de doenca aos 5 anos 61% 76%
Sobrevivéncia global aos 5 anos 66% 43%

Na invasédo perineural, 0s principais nervos afetados séo o nervo trigémeo e o nervo facial, [6]
sendo o melhor exame de imagem para avaliar a presenca de invasdo perineural a
Ressonancia Magnética. [6,7] Williams et al. criou um sistema de classificagéo para avaliar o
nivel de invasdo perineural destes 2 nervos na Ressonancia Magnética. Nessa classificacdo
encontramos 3 zonas: 1 — Periférica; 2 — Central/ Base do cranio; 3 — Cisterna. Esta
classificacdo é de extrema relevancia para a avaliacdo do prognéstico do doente, sendo a
sobrevivéncia global aos 5 anos dos doentes com invasao da zona 1, 2 e 3 € de 85,7%, 64,4%

e 20%, respetivamente. [6]

Haug et al. realizou um estudo com 1399 doentes, com 0 objetivo de determinar o impacto
prognéstico da invasédo perineural no CEC. ApGs concluir que a invasao perineural apenas se

encontrava em tumores desmoplasicos, criou 3 subgrupos de tumores — tumores sem
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desmoplasia; tumores com desmoplasia, sem IPN e tumores com desmoplasia e IPN. [9,10]
A desmoplasia € caracterizada, histologicamente, pela presenca de tecido conjuntivo fibroso
a volta do tumor, com células tumorais com crescimento trabecular. [10] Apds esta diviséo
observou que o surgimento de metastases e a maior taxa de recorréncia foram encontradas
nos tumores com desmoplasia e IPN (71,4%), seguida dos tumores com desmoplasia, mas
sem IPN (35,2%) e, por fim, os tumores sem desmoplasia (7,2%). A sobrevivéncia aos 5 anos
foi de 17%, 50% e 89%, respetivamente. Observou ainda que doentes imunodeprimidos

apresentavam uma maior taxa de tumores desmoplasicos e de IPN. [9]

K. Khan et al. desenvolveu um estudo com 598 CEC para avaliar as taxas de recorréncia local
e de metastases ganglionares. Obteve uma taxa de recorréncia aos 5 anos de 6,7%. Destes,
96% recorreram dentro dos primeiros dois anos apds o tratamento. Além disso, 19,1% dos
doentes com IPN apresentaram recorréncia local, ao passo que dos doentes sem IPN apenas

5,6% apresentaram recorréncia. [11]

Relativamente ao tratamento de tumores com invasdo perineural, a cirurgia de Mohs € a
principal abordagem terapéutica. Rowe et al. reportou uma taxa de recorréncia de 47%
guando se optava por uma cirurgia standard, enquanto com a cirurgia de Mohs reportou uma
taxa de recorréncia de 0%. Cottel reportou também 0 casos de recorréncia local 42 meses
apos a cirurgia de Mohs e apenas 1 caso de metastases. Leibovitch et al., por outro lado,
reportou uma taxa de recorréncia aos 5 anos de 8%. Nos casos em que a IPN envolve
pequenos nervos cutadneos, com um didmetro <0,1 mm, o seguimento pode ser apenas
clinico, porém, se o didametro for 20,1 mm deve realizar-se radioterapia adjuvante (RTa).
[6,13,14]

Trosman et al. realizou um estudo com 104 doentes onde foram aplicadas diversas
terapéuticas — cirurgia isoladamente, cirurgia com radioterapia adjuvante e cirurgia com
quimioradioterapia (QRT). 61% dos tumores apresentavam IPN. A sobrevivéncia livre de
doenca aos 2 anos para a cirurgia isoladamente, cirurgia com radioterapia adjuvante e cirurgia
com quimioradioterapia foi de 71%, 65% e 58%, respetivamente. Foram obtidos estes
resultados porque, quanto mais avancada a doenca, mais agressivo o tratamento, logo eram
doentes que desde inicio apresentavam pior prognéstico. De seguida, os doentes foram
divididos em 2 grupos — os que tinham doenca primaria e os que tinham doenca recorrente.
Na doenca primaria obteve-se uma sobrevivéncia livre de doenca aos 2 anos para a cirurgia
isoladamente, cirurgia com RTa e cirurgia com QRT de 60%, 79% e 82%, respetivamente. No
grupo de doentes com doenca recorrente obteve-se uma sobrevivéncia livre de doencga aos 2
anos para a cirurgia isoladamente, cirurgia com RTa e cirurgia com QRT de 75%, 53% e 47%,

respetivamente. Globalmente, a sobrevivéncia livre de doenga aos 2 anos apos cirurgia foi de
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71%, apds cirurgia e RTa foi de 65% e apds cirurgia e QRT foi de 58%. Este estudo permitiu
concluir que ndo ha beneficio na associacdo de quimioterapia a radioterapia para prevenir a

recorréncia da doenca. [12]

Hazim et al. procedeu a um estudo com 21 doentes em que foram realizados 2 tipos de
tratamento — radioterapia com fotbes e radioterapia com protdes. 67% dos doentes realizaram
ainda quimioterapia. A sobrevivéncia livre de doenca foi de 21,5 meses, a taxa de recorréncia
local foi de 40,8%, a sobrevivéncia global aos 2 anos foi de 85% e metastases a distancia
foram incomuns. A utilizacdo de radioterapia com protbes permitiu tratar os doentes com
intuito de preservacado de 6rgdos como o globo ocular. Concluiu-se que o tratamento com

QRT tem bons resultados, embora muitos dos doentes apresentem recorréncia local. [7]

Cafiueto et al. realizou um estudo com 110 doentes com IPN, em que 12 apresentavam IPNc
e os restantes 98 IPNi. Os doentes foram sujeitos a cirurgia de Mohs seguida de RTa, onde
se concluiu que a realizacdo desta € benéfica, em contraste com uma atitude expectante
quando o didmetro do nervo envolvido € 20,1 mm. A dltima levou a que o0s riscos de eventos
adversos relacionados com a doencga a longo prazo fossem quatro vezes superiores aquelas
gue realizaram RTa. Para além disto, a realizacdo de RTa é especialmente benéfica quando,
apos a cirurgia de Mohs, as margens sao positivas, ndo apresentando grande beneficio
quando estas sdo negativas. Porém, é recomendada a utilizacdo de RTa independente da

positividade das margens. [14]

ApOs o tratamento o doente deve ser monitorizado. Considerando que os primeiros 2 anos
sdo 0s anos com maior taxa de recorréncia, deve realizar-se uma avaliagdo de rotina
detalhada dos nervos trigémeo e facial, assim como a motilidade ocular. Simultaneamente,

deve ainda realizar-se uma Ressonancia Magnética duas vezes por ano. [6]
3.2.2 Tumor budding

Tumor budding é o processo através do qual células neoplasicas isoladas ou pequenos
grupos de células neoplasicas se separam do tumor principal e infiltram o tecido conjuntivo
envolvente. [15-17] O nimero maximo de células neoplasicas que podem constituir o pequeno
grupo de células ainda ndo é consensual; Karayannopoulou et al. considera que podemos ter
até 5 células, [15] mas ja Gozalez-Guerrero et al. e Fujimoto et al. consideram que podemos

ter apenas até 4 células neoplésicas a formar um grupo. [16,17]

Karayannopoulou et al. desenvolveu um estudo com 25 casos de CEC agressivos e 27 casos
de CEC nao agressivos. Dividiu os tumores consoante o seu grau de tumor budding em 2

grupos — os com =0.8/campo de grande ampliacdo e os com <0.8/campo de grande
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ampliacdo. O grupo de tumor budding com <0.8/campo de grande ampliacéo foi preditivo de
CEC nao agressivo, enquanto valores mais elevados apresentaram maior risco de CEC
agressivo. Observou-se que tumor budding esta positivamente relacionado com invasao
linfovascular, sendo um fator de progndstico independente nesta (93% dos CEC com
metastases ganglionares apresentavam tumor budding ao passo que nos tumores sem
metastases ganglionares, apenas 26% apresentavam tumor budding). Esta ainda
positivamente relacionado com a recorréncia; metastases ganglionares e a distancia; baixa
sobrevivéncia livre de doencas e baixa sobrevivéncia global. Concluiu-se que este é um fator
independente de pior progndstico no CEC, sendo que tumores agressivos apresentam valores

de tumor budding mais elevados que tumores n&o agressivos. [15]

Gonzalez-Guerrero et al. realizou um estudo com 49 tumores metastizados e 49 tumores néo
metastizados, tendo-os dividido em dois grupos segundo a presenca ou auséncia de células
neoplasicas separadas do tumor principal. Tendo por base um estudo realizado por Wang et
al., classificou o tumor budding quanto a sua intensidade em baixa (<5 grupos de células
tumorais separadas do tumor principal) e alta (=5 grupos de células tumorais separadas do
tumor principal). Tumor budding foi observado em 45 casos onde 20 destes foram de alta
intensidade. A sobrevivéncia global dos tumores com tumor budding foi de 45% enquanto a
dos tumores sem tumor budding foi de 95%. Para além disto, os tumores que evidenciavam
células neoplasicas separadas do tumor principal apresentaram uma sobrevivéncia global
inferior em comparagédo com 0s tumores que ndo apresentaram estas células. Observou-se
gue tumor budding é um fator de progndstico importante apenas até a ocorréncia de
metastases ganglionares (as metastases ganglionares foram encontradas em 20% dos
doentes sem tumor budding e em 85% dos tumores com tumor budding). A partir do momento
em que estas estdo presentes, o risco de morte ndo se altera independentemente da

presenca, auséncia ou intensidade de tumor budding. [16]

Fujimoto et al. levou a cabo um estudo com 24 tumores metastizados e 24 tumores néo
metastizados, todos com tamanho <4 cm. Dividiu-os em 3 graus consoante 0 numero de
grupos de células neoplasicas separados do tumor principal — grau 1: 0 a 4; grau 2: 5 a 9;
grau 3: 210. Os graus 2 e 3 eram considerados como tumor budding positivos, enquanto o
grau 1 como tumor budding negativo. Observou-se que tumor budding esta associado a alto
risco de metastases ganglionares, recorréncia e evidencia valor prognostico.
Independentemente do tumor budding, o nimero médio de células neoplasicas separadas do
tumor principal em tumores metastizados e em tumores ndo metastizados foi de 9,5 e 3,
respetivamente. A densidade destes grupos de células neoplasicas foi maior na éarea

intratumoral do que na regido peritumoral em 20,8% dos tumores, tendo-se concluido que,
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muito provavelmente, na presenca de tumor budding intratumoral este também estara
presente na regido peritumoral. Relativamente a presencga de metastases, estas aumentaram
a medida que o grau de tumor budding também aumentou (21,1% no grau 1, 61,5% no grau
2 e 75% no grau 3). Adicionalmente, estes tumores foram estudados quanto a presenca de
desmoplasia, onde se constatou que 87,5% destes apresentavam tumor budding. Neste
estudo, tumores grau 3 evidenciaram pior sobrevivéncia livre de doenca. Em suma, concluiu-
se que o tumor budding esta significativamente associado a metastases e mau progndéstico

clinico em CEC com <4 cm. [17]
3.2.3 Fibrose peritumoral

Para avaliar o valor prognéstico de tumores com fibrose peritumoral, E. Herndndez-Ruiz et al.
realizou um estudo com 102 doentes onde dividiu os tumores em 3 subgrupos consoante a
sua componente fibrética — madura, intermédia ou imatura. O subgrupo com componente
fibrotica imatura foi caracterizado pela presenca de alteragbes mixoides sem inflamacgéo e
constatou-se que estava mais relacionado com doentes imunodeprimidos, tumor budding,
desmoplasia, IPN, nivel anatomico, profundidade de invaséo do tumor e, especialmente, com

0 risco metastatico. [18]
3.2.4 Metastases para os tecidos moles e invaséo extra-ganglionar

Num estudo realizado por S. Hasmat et al. as metastases para os tecidos moles (MTM) foram
definidas como agregados de células tumorais que invadiram o tecido mole, perdendo a
continuidade ao tumor principal, mas sem invasdo linfatica. Definiu ainda a invasédo
extraganglionar (IEG) como metastases ganglionares que se estendem para além da capsula
do ganglio. Neste estudo com 535 doentes com CEC metastizado foram todos submetidos
inicialmente a ressecdo cirurgica, estando recomendada RTa a todos os doentes com
MTMI/IEG. Verificou-se a presenga de ganglios positivos sem a presenca de MTM/IEG em
22,4% dos doentes; 51,4% dos doentes apresentaram MTM, sendo que este foi 0 mesmo
valor obtido para a IEG. Para além disso, 26,2% dos doentes apresentaram MTM sem IEG e
0 mesmo valor também se verificou para os doentes com IEG sem MTM; 25,2% dos doentes
apresentaram MTM e IEG em simultdneo; 55,1% dos doentes faleceram e 20,2%
apresentaram recorréncia. A presenca de MTM e IEG em simultdneo ou isoladamente
relacionou-se com uma reducao significativa da sobrevivéncia global, quando em comparacao
com tumores sem MTM e sem IEG. Constatou-se ainda que o risco de morte em doentes com
MTM ou IEG era 1,5 vezes superior ao risco de morte de doentes sem nenhuma destas
variantes e que a presenca de ambos se associava a uma diminuicdo da sobrevivéncia livre

de doenca. As MTM estéo ainda frequentemente relacionadas com um aumento do nimero
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de ganglios linfaticos invadidos. Finalmente, observou-se que na presenca de MTM, caso se
controlem outros fatores, como o nimero de ganglios linfaticos invadidos e a IEG é possivel

reduzir a mortalidade. [19]
3.3 Marcadores moleculares de recidiva do CEC
3.3.1 PD-L1

O ligando da proteina de morte celular programada — 1 é uma glicoproteina transmembranar
expressa nas células tumorais que, com a sua ligacéo a proteina de morte celular — 1, [20]
impede a ativacdo dos linfocitos T [21] citotoxicos CD8*, [22] comprometendo a imunidade
anti tumoral. [23,24]

Amoils et al. realizou um estudo com 83 doentes onde os tumores foram considerados PD-L1
positivos quando presente em 25% de células tumorais e foram seguidamente divididos em 3
graus — grau 1: 5 — 10% células tumorais positivas; grau 2: 10 — 25% células tumorais
positivas; grau 3: >25% de células tumorais positivas. 65% dos tumores primarios
evidenciaram expresséo de PD-L1 grau 1, seguindo-se o grau 2 e finalmente o grau 3. Para
as metastases, 46% apresentaram positividade grau 2, seguindo-se o grau 1. Foram
encontrados linfécitos a infiltrar o tumor em 65% dos tumores primarios e em 90% das
metastases regionais. Concluiu-se que a maioria dos tumores primarios evidenciavam grau 1
engquanto as metastases evidenciavam grau 2 e uma ainda maior associagdo com recorréncia
regional. PD-L1 é assim um indicador de progndstico favoravel de metastases e nos casos
em que se verificou infiltracdo do tumor por linfécitos evidenciou-se um risco elevado para a

presenca de IPN. [20]

Garcia-Pedrero et al. efetuou um estudo com 100 doentes, 50 com metastases ganglionares
e 50 controlos que ndo apresentavam metastases ganglionares. A expressao de PD-L1 foi
classificada como negativa quando presente em <1% de células tumorais, como muito baixa
quando 21% e <10%, como baixa quando 210% e <25%, como intermédia quando =225% e
<50% ou como elevada quando 250%. Considerou-se o doente como PD-L1 positivo quando
apresentava uma expressao 225%. Este cut-off relacionou-se com baixa diferenciacdo
tumoral, crescimento desmoplasico, inflamacéo severa, niveis elevados de tumor budding e
maior risco de metastases linfaticas. Neste estudo, a sobrevivéncia global aos 3 anos no grupo
PD-L1 negativo foi de 74,5% e no grupo PD-L1 positivo foi de 52,7%. [21]

Garcia-Diez et al. dirigiu um estudo com 48 CEC metastizados e 51 CEC sem metastases
apos 5 anos de seguimento. Quantificaram-se os doentes consoante a percentagem de

células tumorais que evidenciavam coloracao parcial ou completa assim como a intensidade
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desta — negativo: 0; fraco: 1+; moderado: 2+; intenso: 3+. Foram ainda classificados como
PD-L1 positivos os doentes com coloragao em 21% das células tumorais (intensidade =1+).
26% dos tumores ndo metastizados evidenciaram expressao positiva de PD-L1, ao passo que
esta esteve presente em 50% dos tumores metastizados. Evidenciou-se uma correlagcéao
positiva com o risco metastatico e mau progndstico. Observou-se uma expressao similar de
PD-L1 nas metastases quando comparadas com o tumor primario, embora 21% tenham
apresentado uma tendéncia para uma expresséo aumentada deste marcador nas metastases,
0 que pode sugerir uma selecao clonal de células com expressao de PD-L1 no tumor primario.
[23]

Kraft et al. procedeu a realizacdo de um estudo com 29 doentes com metastases regionais,
onde se definiu um cut-off de 10% para diferenciar os doentes com alta e baixa expresséo de
PD-L1, sendo que em cada grupo ficaram 16 e 13 doentes, respetivamente. Aquando da
avaliacdo de metastases ganglionares, 16 doentes evidenciaram expressao elevada de PD-
L1 nas células tumorais ao passo que 13 doentes apresentaram uma baixa expressao deste.
A expressdo média de PD-L1 nos tumores metastaticos foi de 32,8% e a densidade média de
linfocitos CD8" intratumorais foi de 29,5%, sendo que uma densidade de expressdo de
linfécitos CD8" intratumorais 225% se associou a uma baixa diferenciacéo tumoral e baixa
diferenciagcdo de metastases, enquanto uma densidade <25% se associou a uma
diferenciacdo moderada do tumor priméario e de metéstases. Tal como referido previamente
para a densidade de linfécitos CD8", observou-se que uma expressao de PD-L1 210% estava
associada a uma baixa diferenciacdo do tumor primario, enquanto os tumores com baixa
expressao de PD-L1 correlacionaram-se com uma diferenciacdo moderada do tumor primario.
Curiosamente, a expressdo de PD-L1 nas metastases regionais associou-se
significativamente com a diferenciacdo do tumor priméario. Todos os doentes com recorréncia
regional e metastases a distancia faleceram da doenca. Verificou-se uma sobrevivéncia global
aos 5 anos de 58% e uma sobrevivéncia livre de doenca loco regional de 78% aos 5 anos.
[22]

Wu et al. desenvolveu um estudo com 18 doentes, sendo 13 eram tumores localmente
avancados e 5 tumores metastizados. O gene de ativacdo de linfocitos 3 (LAG-3) € uma
proteina transmembranar critica para a indugéo e supresséao da atividade dos linfécitos T e a
sua inibicdo resulta num aumento da proliferacéo de linfocitos T CD4* e CD8*. Os linfécitos
gue infiltram o tumor foram classificados como ausentes, inativos ou ativos e a sua expressao
foi encontrada em todos os tumores; 33% foram classificados como inativos e 67% como
ativos. Os tumores com >5% de linfécitos a infiltrar o tumor com expressao LAG-3 foram

considerados como positivos. A expressdo de PD-L1 foi encontrada em 85% dos tumores
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primarios e em todos os tumores metastizados. Nos 5 tumores metastizados, 4 expressaram
LAG-3 positivo e 1 foi negativo. Os linfécitos que infiltram o tumor foram encontrados mais

comumente nas metastases, em comparagdo com 0s tumores primarios. [24]
3.3.2 RASep53

Campos et al. avaliou a frequéncia da expressdo de mutacdes p53 e RAS nos CEC. O p53 é
um fator de transcricao nuclear que regula negativamente o ciclo celular, promove a apoptose
e encontra-se normalmente desregulado durante a progressao tumoral. RAS é uma pequena
GTPase que ativa as proteinas cinases ativadas por mitogénio (MAPKSs) e outras vias de
sinalizacdo envolvidas na sobrevivéncia celular, proliferacdo e apoptose. Foram estudadas
162 lesbes que foram excisadas de 128 doentes; 31 destes eram carcinomas in situ e 131
eram carcinomas invasivos. A expressao de p53 foi considerada como normal (wild type)
quando poucas células dispersas evidenciavam coloragdo imunoldgica e foi considerada
como anormal quando se verificou um aumento da expressdo destas. Encontrou-se um
aumento da expressédo de p53 em 82,1% dos casos e uma expressdo global de mutacdes
RAS em 9,3% dos casos (3,2% em tumores in situ e 10,7% em tumores invasivos). As
mutacbes RAS foram mais frequentemente associadas a tumores invasivos e a padroes
infiltrativos, o0 que sugere que esta mutacgéo favorece a progressao tumoral. Observou-se que
a presenca de ulceracdo e o aumento da expressao de p53 foram preditores de recorréncia.

Por fim, todos os tumores metastaticos evidenciaram uma expresséo elevada de p53. [25]
3.3.3 Promotor da transcriptase reversa da telomerase

Campos et al. realizou um estudo em que avaliou a frequéncia de mutacbes TERTp. TERT é
um complexo ribonucleoprotéico que sintetiza o DNA telomérico e é responsavel por manter
o tamanho do telémero. Muta¢des no promotor deste complexo criam locais de ligacdo para
fatores de transcricdo que levam a um aumento da expressao da telomerase e a um aumento
do tamanho do telémero e da sua estabilidade, permitindo que as células cancerigenas se
dividam e evitem o processo de senescéncia e apoptose. Tal como no estudo anterior foram
classificadas em normal (wild type) e em anormal. Foram analisadas 153 lesbes de 122
doentes para a presenca de mutacdes TERTp; 31 eram tumores in situ e 121 eram tumores
invasivos. A frequéncia global de mutacées TERTp foi de 31,6%, estando presentes em 19,4%
dos tumores in situ e em 34,7% dos tumores invasivos. Estas foram ainda identificadas mais
frequentemente em tumores invasivos. As mutagdes TERTp foram significativamente mais
comuns nos casos em gue houve recorréncia e presenca de metastases; 14% dos casos
recorreram e 6,6% dos casos metastizaram para 0s ganglios linfaticos. A presenca da

mutacdo TERTp em doentes com idade >75 anos evidenciou ser um fator independente
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preditor de recorréncia e também necessitar de um curto periodo de tempo até a recorréncia
e metastizagdo. A auséncia ou diminui¢do de linfécitos peritumorais, a invasdo de tecido
subcutaneo, margens periféricas e mutagdes TERTp demonstraram uma maior probabilidade
de metastases; os dois primeiros associaram-se ainda a um curto periodo de tempo até a
ocorréncia de metastases. Apenas as mutacdes TERTp evidenciaram ser fatores de risco
independentes para maior risco de metstases. Concluiu-se que doentes com mutacdes
TERTp apresentam um risco substancial de efeitos adversos e pior prognéstico, estando
relacionado com tumores mais agressivos, invasivos, maior taxa de recorréncia e

metastizag&o nos tumores invasivos. [26]
3.3.4 Podoplanina

Cafiueto et al. estudou a relacdo da podoplanina com as manifestacdes clinicopatologicas e
com o prognostico do doente. A expressao de podoplanina é essencial para a progressao e
invasdo tumoral. Neste estudo foram avaliados 94 CEC. Para avaliar a intensidade de
expressdo da podoplanina esta foi classificada como 0: ausente, 1: fraca, 2: moderada, 3:
intensa; a percentagem de células positivas foi considerada como 0: ausente (<25% de
células coradas), 1: fraca (25 — 50%), 2: moderada (50 — 75%), e 3: intensa (>75%).
Posteriormente, a expressao de podoplanina foi transformada numa variavel dicotébmica em
ausente e baixa com uma expressao -/+ (categoria 0) e em moderada e intensa com uma
expressdo ++/+++ (categoria 1). Dos 94 tumores estudados, 51,1% ndo apresentaram
expressdo de podoplanina, 28,8% apresentaram expressdo baixa, 16% apresentaram
expressao moderada e 4% apresentaram expressao intensa de podoplanina. Foi encontrada,
maioritariamente, nos vasos linfaticos, mas em alguns casos em células tumorais. Observou-
se que a expressao de podoplanina estd associada & presenca de desmoplasia, crescimento
infiltrativo, invasdo linfovascular, baixo grau de diferenciacdo e que se encontra mais
comumente em tumores ulcerados. O tempo de laténcia até evolugédo clinica com mau
prognéstico foi inferior nos doentes com expressédo de podoplanina moderada/intensa (4,5
meses para 0s doentes com expressao de podoplanina moderada/ intensa e 11 meses para
os doentes com expressao de podoplanina ausente/baixa), tal como o tempo de laténcia até
ao desenvolvimento de metastases linfaticas (5 meses nos doentes com expressao
moderada/intensa e 13 meses nos doentes com expressdo ausente/baixa). Porém, a
expressdo de podoplanina sé evidenciou ser uma variavel independente nas metastases
ganglionares. A presencga de podoplanina em tumores primarios foi relacionada com um risco

mais elevado de metastases linfaticas ao longo do seguimento. [27]
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3.3.5 Transcriptase da lectina-like 1

Santos-Juanes et al. procedeu a realizagdo de um estudo para avaliar a relacdo da LLT1 com
caracteristicas clinicopatolégicas e o progndstico do doente. A transcriptase da lectina-like 1
também conhecida como lectina inibidora de osteoclastos € uma proteina lectina-like tipo C
gue pertence a superfamilia dos recetores das células Natural Killer (NK). Este estudo
continha 100 doentes, 50 deles com metastases ganglionares e os outros 50 sem metastases
ganglionares. A expressdo de LLT1 foi classificada como ausente/baixa, moderada ou
elevada. 25% dos tumores apresentaram uma expresséo ausente/baixa, 38% uma expressao
moderada e 37% uma expressao elevada. Uma expresséo elevada de LLT1 associou-se
significativamente a presenca de desmoplasia e a um aumento do risco de morte provocada
pelo tumor, mas nao foi observada qualquer relacdo com a sobrevivéncia livre de doenca e a
sobrevivéncia global. ExpressGes moderadas ou elevadas associaram-se a um aumento do
risco de metastases ganglionares, demonstrando este marcador ser um preditor independente
destas. [28]

3.3.6 Claudina 11l

Nissinen et al. realizou um estudo com 175 doentes (65 com CEC esporadico devido a
radiacdo UV, 56 com CEC in situ, 31 com queratoses actinicas (QA), 7 com queratoses
seborreicas (QS) e 16 com pele normal) com o objetivo de avaliar a expresséo de claudina 11
nas juncdes intercelulares de tumores queratinizantes. Observou-se que a expressado de
MRNA CLDN11 estava aumentado nos CEC primarios, mas nao foi detetado em CEC
metastaticos. Para além disso, evidenciou-se a presenca de claudina 11 nos CEC
moderadamente e bem diferenciados, mas nao foi detetada nos CEC pouco diferenciados. A
inibicdo da claudina 11 aumentou largamente a invasdo das células tumorais, mas nao

modificou a viabilidade destas. [29]
3.3.7 Inositol-1,4,5-trisfosfato 5-fosfatase do tipo |

INPP5A é um fosfato de inositol associado a membrana do tipo 1 importante no
desenvolvimento e progressao da queratose actinica para CEC. [30,31] Este esta envolvido
nas vias de sinalizagédo de libertacdo do calcio intracelular, trafico membranar, quimiotaxia,

atividade dos canais i6nicos e muitas outras fung¢des nucleares. [30]

Cumsky et al. desenvolveu um estudo com 189 casos (40 QA, 40 CEC que se desenvolveram
a partir de QA, 27 CEC sem fatores de alto risco, 27 CEC com fatores de alto risco e 55 CEC
metastizados e recorrentes), com o objetivo de avaliar o valor progndstico da expresséao de

INPP5A nos CEC. Os niveis de expressdo de IPP5A foram classificados de 0 — 3, sendo 3
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uma expressédo normal de INPP5A, 2 uma diminuic&o parcial da expresséo, 1 uma diminuicao
marcada da expressdo e 0 uma perda completa da expressdo.19,2% dos doentes eram
imunodeprimidos a data da realiza¢@o do estudo e verificou-se que uma expressao baixa de
INPP5A foi mais comum neste grupo. 89,4% dos tumores evidenciaram um nivel elevado de
expressdo de INPP5A, enquanto apenas 10,6% evidenciaram uma expressdo baixa de
INPP5A e nenhum doente apresentou auséncia de expressdo. Os tumores com baixa
expressdo de INPP5A, em comparagdo com os tumores com alta expressdo demostraram
maior probabilidade de serem tumores com risco intermédio a elevado, maior diametro, mais
invasivos, diferenciacdo moderada a baixa e com invasao perineural. A sobrevivéncia global
para tumores com baixa expressdo de INPP5A aos 3 anos, foi inferior aos tumores com
elevada expressao de INPP5A, 42,3% e 73,7%, respetivamente; o mesmo aconteceu com a
probabilidade de metastases locais, 48,0% e 13,3%, respetivamente, e com a morte
relacionada com a doenca aos 3 anos, 11,0% e 4,7%, respetivamente. Concluiu-se que uma
baixa expressdo de INPP5A se relaciona com maior agressividade do tumor, pior

sobrevivéncia global e maior taxa de metastases locais. [30]

Maly et al. efetuou um estudo com 50 doentes com CEC metastizados e recorrentes, 52
tumores e 64 eventos (27 com recorréncia local, 32 com metastases locais e 5 com
metastases a distancia), com o objetivo de avaliar o valor prognostico da expressédo do
INPP5A em CEC metastizados e recorrentes. Tal como no estudo anterior, a expressao de
INPP5A foi classificada de 0 — 3. Os niveis 2 e 3 foram considerados de alta expressao e 0s
niveis 0 e 1 de baixa expressao. Criou-se ainda uma avaliagdo composta em que se avaliou
a presenca de tumor primario em associacdo com metastases e recorréncia — caso
apresentasse alta expressao era classificado como 0 e se apresentasse baixa expresséao era
classificado como 1, podendo entédo a avaliagdo final variar entre 0 — 2. 28,6% dos doentes
eram imunodeprimidos, grupo este onde se verificou maior nimero de doenca metastética.
78,8% dos tumores primarios evidenciaram alta expressao, enquanto 21,2% evidenciaram
baixa expressdo; 69,2% dos tumores metastizados e recorrentes evidenciaram alta
expressao, enquanto 30,8% evidenciaram baixa expressdo. Verificou-se que a avaliacédo
composta referida inicialmente foi preditora de sobrevivéncia global. Sendo que para uma
avaliacdo composta de 0 a sobrevivéncia global foi de 62 meses e para uma avaliacdo
composta = 1 foi de 31 meses. Nos doentes com recorréncia local observou-se que a
imunodepressao era mais frequente nos doentes com avaliagdo composta = 1 e ainda que
uma expressao baixa de INPP5A no tumor primario se associava a pior sobrevivéncia global.
[31]
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3.3.8 Pre-mRNA processing factor 3

Zuo et al. realizou um estudo com 116 doentes (16 com pele normal, 42 com QA, 24 com CEC
in situ e 34 CEC esporadicos) com o objetivo de investigar a expressao de PRP3, o seu papel
e 0 mecanismo por detras da malignidade do CEC. Observou-se que a expressao de PRP3
estd aumentada nos tecidos com CEC, que a desregulacdo do PRP3 se associa a metastases
ganglionares e a distancia e que uma expressdo aumentada de PRP3 se associa a uma
sobrevivéncia global diminuida e a pior prognéstico. Um aumento da expressao de PRP3
promove a viabilidade e migragéo celular. Por outro lado, a diminuigdo do PRP3 evidenciou
um efeito inibitério na viabilidade, migracao e invasao celular. A perda de expresséo de PRP3
nao evidenciou nenhum impacto na viabilidade celular nas células benignas da epiderme

humana. [32]
3.3.9 Antigénio A12 associado ao melanoma e p21

A familia MAGE é constituida por varios antigénios que se relacionam com as células
tumorais. Existem dois tipos, o tipo | que estédo localizados apenas ao cromossoma X e que
raramente sao expressos em tecido normal e o tipo Il que esta presente no tecido humano
sem alteragbes. Porém, durante a tumorogénese, ocorre hipometilacdo do tipo |, pelo que

este se torna tumor-especifico. [33]

Zhao et al. executou um estudo com 111 casos de CEC e 15 de pele sem alteragdes com o
objetivo de investigar as implicacfes da expressao de MAGEA12 e p21 na patogénese do
CEC. Observou-se que a maioria dos tumores apresentavam uma diferenciacdo moderada a
alta e que 16,2% dos casos de CEC evidenciavam recorréncia. Relativamente aos tecidos de
pele normal, tanto a expressdo de MAGEAL12 no citoplasma como a de p21 no nucleo foram
frequentemente encontradas, enquanto nos tecidos tumorais apenas 37,8% apresentaram
expressdo elevada de MAGEA12 e 39,6% de p21. Nos tecidos tumorais, a expressao de
MAGEA12 foi mais frequentemente encontrada em idosos e em tumores pouco diferenciados
(62,5%). A expressdo de MAGEA12 associou-se a maiores taxas de recorréncia e a pior
sobrevivéncia livre de recorréncia (6,7 meses no grupo com alta expressédo e 11,5 meses no
grupo com baixa expresséo). Por outro lado, uma expressao elevada de p21 foi detetada mais
frequentemente em doentes sem recorréncia (44,1%) e uma expressao baixa de p21
associou-se a uma pior sobrevivéncia livre de recorréncia. Quanto a relacdo de MAGEA12 e
p21 demonstrou-se que na presenca de uma expressao elevada de p21 € mais comum haver
uma expressao baixa de MAGEA12 (46,4%) do que uma expressao alta desta (28,6%).
Também se concluiu que a proliferacdo, migracdo e capacidades invasivas celulares
reduziam apos a inibicdo do MAGEA12. [33]
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3.4 Novas terapéuticas em estudo para o CEC e o seu impacto no futuro
3.4.1 Inibidores do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O recetor do fator de crescimento epidérmico é uma glicoproteina [36] que apresenta elevada
expressdo no CEC primario [2,34-36] e metastatico [2] evidenciando um papel importante nas
vias que regulam a proliferacdo celular, a invasdo, a angiogénese e as metastases. [36]
Existem duas classes dos inibidores do EGFR, os anticorpos monoclonais e os inibidores de
tirosina cinase. Os primeiros — como o cetuximab, o panitumumab — atuam bloqueando o
dominio extracelular do recetor, enquanto os segundos — como o erlotinb [1,2] — atuam a nivel

do dominio intracelular do recetor. [2]
3.4.1.1 Cetuximab

Cetuximab € um anticorpo monoclonal quimérico humano-murino [1,34,36] do tipo 1gG1 [37]
que se liga competitivamente ao dominio extracelular do EGFR inibindo a propagacéo da via

de sinalizagdo. [1]

No primeiro estudo realizado em 2011, foram estudados 36 doentes. [36] Observou-se uma
sobrevivéncia livre de doenca de 4 meses e uma sobrevivéncia global de 8 meses. [2,37] Num
outro estudo com 14 doentes tratados com cetuximab em monotorerapia ou com cetuximab
em combinacdo com carboplatina observou-se que a combinacdo com carboplatina obteve
uma maior sobrevivéncia livre de doencga — 9,03 meses em comparacao com os 3,55 meses
guando administrado o cetuximab em monoterapia. [2] Por outro lado, num estudo com 23
doentes, concluiu-se que a utilizacdo de cetuximab em combinagdo com radioterapia ndo
prolonga a sobrevivéncia livre de doeng¢a nem a sobrevivéncia global em comparacdo com a

utilizacdo de radioterapia em combinac¢do com quimioterapia a base de cisplatina. [2]

Nos diversos estudos analisados foram relatados alguns efeitos adversos como erupgéo
acneiforme, [1,2,36] prurido, [1,2] descamacg&o, [1] hipertricose, [1] alteracbes ungueais, [1,2]
reagOes infusionais grau 4, [2,36] pneumopatia intersticial grau 3, [2,36] infe¢bes [2] e

hemorragia tumoral. [2]

O cetuximab esta atualmente a ser estudado em associacdo com radioterapia, lenvatinib,

avelumab, pembrolizumab e ainda como terapia neoadjuvante. [1]
3.4.1.2 Panitumumab

Panitumumab é um anticorpo monoclonal quimérico humano-murino do tipo IgG2. [37]
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Hourbeigt et al. realizou um estudo com 25 doentes com 0 objetivo de avaliar a eficicia e
segurancga do panitumumab em monoterapia ou em associa¢cao a radioterapia, no tratamento
de CEC irressecaveis. Em 15 dos doentes foi administrada radioterapia concomitante.
Verificou-se uma taxa de resposta de 52% (16% de remissdes completas, tendo sido todas
em tratamentos com radioterapia concomitante e 36% de remissfes parciais, em que 20%
tiveram radioterapia concomitante). A sobrevivéncia média livre de doenca foi de 6,9 meses
e a sobrevivéncia global média foi de 10,5 meses. Como efeitos adversos observou-se
foliculite acneiforme, hipomagnesémia, astenia e altera¢cdes dermatolégicas. Concluiu-se que
a resposta ao tratamento foi superior aquando do uso de radioterapia em combinagéo ao

panitumumab em 60% dos doentes, havendo assim um efeito sinérgico entre estes. [37]

Num outro estudo com 16 doentes foi investigada a acdo do panitumumab em CEC
avancados, no qual 31% dos doentes evidenciaram resposta [1,36] (12% com remisséo
completa e 19% com remissao parcial), a sobrevivéncia média livre de doenca foi de 8 meses
e a sobrevivéncia global foi de 11 meses. [36] Concluiu-se que o panitumumab € uma boa
alternativa ao cetuximab quando este provoca reacdes anafilaticas, [1] uma vez que o
cetuximab expressa a-1,3,Galactose (a-Gal) que na presenca de anticorpos IgE anti a-Gal,
por sensibilizagdo prévia, pode provocar reacdo anafilatica, enquanto o panitumumab n&o

expressa o-Gal. [37]
3.4.1.3 Erlotinib

Gold et al. estudou 39 doentes com CEC loco regional recorrente ou metastizado e que nao
eram candidatos a terapéutica curativa. Apenas 29 doentes terminaram as primeiras 4
semanas de tratamento e foi com base nesses que se fez a avaliacdo. 10% evidenciaram
remissao parcial, 62% doenca estavel e 28% doenca evolutiva. A sobrevivéncia média livre
de doenca foi de 4,7 meses e a sobrevivéncia global foi de 13 meses. Como efeitos adversos

destacaram-se a fadiga, erupcao acneiforme, desidratacéo e sincope. [35]

Em 2013, Heath et al. realizou outro estudo com 15 doentes com CEC localmente avangado
ou metastizado onde se avaliou a eficacia da terapéutica de erlotinib em associacdo a
radioterapia. A sobrevivéncia aos 2 anos foi de 65% e a sobrevivéncia livre de doenga ao fim

de 2 anos foi de 60%. Como efeitos adversos observaram-se mucosite e diarreia. [36]
3.4.2 Anticorpos anti ligando da proteina de morte celular programada - 1

PD-1 é uma proteina transmembranar expressa pelas células T, células B, mondcitos, células
NK e células dendriticas. [1] A ligagdo desta aos seus ligandos (PD-L1 e PD-L2), [39] que sdo
expressos na superficie das células tumorais, [1] inibe a resposta dada pelas células T, porém
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0s anticorpos anti PD-L1 permitem restaurar esta funcao e obter assim uma resposta imune
antitumoral. [39] Este mecanismo tem demonstrado ser muito Gtil nos CEC, pois estes tém
uma elevada carga mutagénica, o que fornece uma boa resposta a estes anticorpos.
[1,36,38,40]

3.4.2.1 Cemiplimab
O cemiplimab é um anticorpo monoclonal humano dirigido contra o PD-1. [1,36,38,41]

Midgen et al. realizou um estudo de fase 1 com 26 CEC avancados e de fase 2 com 59 CEC
localmente avangados ou metastizados. A sobrevivéncia média livre de doenca foi de 18,4
meses e a sobrevivéncia global estimada aos 24 meses foi de 70,6%. [36] Estes resultados
mostram que tumores localmente avangados ou metastizados apresentam uma boa resposta

ao cemiplimab, com uma resposta de aproximadamente 50% [38].

Os principais efeitos adversos no estudo de fase 1 foram fadiga, obstipacédo, anorexia,
diarreia, hipercalcémia, hipofosfatémia, nauseas e infe¢cdes do trato urinério; no estudo de
fase 2 foram diarreia, fadiga, nauseas, erup¢ao cutanea, celulite, pneumonite, hipercalcémia,

efuséo pleural e morte. [38]
3.4.2.2 Pembrolizumab
O pembrolizumab é um anticorpo monoclonal humano dirigido contra o PD-1. [1]

Maubec et al. realizou um estudo com 57 doentes. A sobrevivéncia global média foi de 25,3
meses, sendo a sobrevivéncia aos 12 meses de 75,5%. Este anticorpo monoclonal associou-

se a uma melhoria da qualidade de vida destes doentes. [39]

Grob et al. efetuou um estudo com 105 doentes, tendo estes sido divididos em 2 grupos —
CEC com metéastases a distancia e CEC com recorréncia loco regional. A sobrevivéncia média
livre de doenca foi de 6,9 meses, 32,4% aos 12 meses. Além disso, a sobrevivéncia global
aos 12 meses foi de 60,3%. [40]

Ferrarotto et al. procedeu a um estudo com 19 doentes. A sobrevivéncia média livre de doenga

foi de 2,04 meses e a sobrevivéncia global média foi de 8,31 meses. [43]

Como efeitos adversos observaram-se fadiga, [39,40,43] astenia, [40] diarreia, [39]
hipotiroidismo, [39,40,43] prurido, [39,40] erupcéo eczematosa, [39] erupcédo maculopapular,

[43], reacOes cutaneas severas, neuropatia de um nervo craniano associada ao tratamento,
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pneumonite, insuficiéncia adrenal, hipertiroidismo, [40] artralgias em doentes com artrite

reumatoide prévias e disfuncdo pancerebelar. [43]

Atualmente, o pembrolizumab esta a ser estudado em combinacdo com cetuximab, AST-008,

abexinostat e sonidegib. [1]
3.4.2.3 Nivolumab
O nivolumab é um anticorpo monoclonal humano dirigido contra o PD-1. [1]

In et al. realizou um estudo com 26 doentes com CEC avancgado, sendo que 13 doentes
receberam cemiplimab, 7 pembrolizumab e 6 nivolumab. A sobrevivéncia média livre de
doenca foi de 5,4 meses. Neste estudo, 46,2% dos doentes responderam ao cemiplimab,
42,9% ao pembrolizumab e 33,3% ao nivolumab. Foram relatados alguns efeitos adversos
graves como cetoacidose diabética/coma hiperosmolar, hemorragia por coagulopatia,

cardiomiopatia e insuficiéncia respiratéria/pneumonite. [42]

Numa revisdo narrativa com 18 CEC avancados tratados com nivolumab e pembrolizumab

observou-se uma boa resposta ao tratamento em 17 doentes. [41]

Atualmente, estd a ser estudada a associagdo de nivolumab com pembrolizumab, com

ipilimumab e com anticoropos monoclonais anti CTLA-4 em doentes imunodeprimidos. [1]
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4 Resultados

Tabela 2: Sumario dos estudos

Ano | Autor(es) Tipo de Tumores Fator de risco/ Resultados e valor
estudo estudados Agente prognéstico
(n) terapéutico
2020 | Haug et al. | Prospetivo 1399 CEC IPN OS aos 5 anos:
— Com desmoplasia e
IPN: 17%
— Com desmoplasia sem
IPN: 50%
— Sem desmoplasia: 89%
2018 | K. Khan et | Retrospetivo | 598 CEC IPN Taxa de recorréncia global:
al. 6,7%, dos doentes com IPN
19,1% recorreram e dos
sem IPN apenas 5,6%
recorreram
2020 | Trosman et | Retrospetivo | 104 CEC IPN DFS (cirurgia): 71%, DFS
al. (cirurgia + RTa): 65%, DFS
(cirurgia + QRT): 58%
2021 | Hazim et al. | Retrospetivo | 21 CEC IPN OS aos 2 anos de 85%
2019 | Cafiueto et | Multicéntrico, | 98 CEC com IPN A radioterapia pés
al. retrospetivo IPNie 12 CEC procedimento cirargico
com IPNc demonstrou ser benéfica,
em comparagao com
apenas vigilancia em
tumores com IPN e
margens positivas apés
cirurgia, favorecendo o
prognéstico a longo prazo
2020 | Karayanno- | Retrospetivo | 25 CEC Tumor budding | Baixa OS
poulou et agressivos e
al. 27 CEC néo
agressivos
2017 | Gonzalez- | Retrospetivo |49 CEC Tumor budding | OS (com tumor budding):
Guerrero et metastizados 45%

al.
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e 49 CEC nao

OS (sem tumor budding):

metastizados 95%
2019 | Fujimoto, et | Retrospetivo | 24 CEC Tumor budding | Correlacdo com a presenca
al. metastizados de metastases (presente
e 24 CEC néo em 83,3% dos tumores
metastizados metastizados)
2018 | E. Retrospetivo | 102 CEC Fibrose Correlacdo com um maior
Hernandez- peritumoral risco metastatico
Ruiz, et al.
2020 | S. Hasmat Prospetivo 535 CEC MTM e IEG OS reduzida, com risco de
et al. metastizado morte 1,5 vezes superior
para as aos tumores sem MTM ou
parétidas e/ou IEG
para o
pescogo
2018 | Amoils et Retrospetivo | 83 CEC PD-L1 Os tumores primarios
al. associaram-se a uma
menor expresséo de PD-L1
enquanto as metastases se
associaram a uma
expressao mais elevada de
PD-L1
2017 | Garcia- Retrospetivo | 50 CEC com PD-L1 OS aos 3 anos:
Pedrero et metastases — PD-L1 negativo: 74,5%
al. linfaticas e 50 — PD-L1 positivo: 52,7%
CEC sem
metéstases
linfaticas
2018 | Garcia- Retrospetivo | 48 CEC PD-L1 A expressao de PD-L1
Diez et al. metastizado e relacionou-se com maior
51 CEC néo risco metastatico
metastizado
2020 | Kraft et al. Retrospetivo | 29 CEC com PD-L1 OS de 58% aos 5 anos
metastases DFS de 78% aos 5 anos
regionais
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2020 | Wu et al. Retrospetivo | 15 CEC PD-L1 Foi frequentemente
localmente encontrada a expresséao de
avancados e 5 LAG-3 pelos linfécitos
CEC infiltrantes de tumor
metastizados

2020 | Campos et | Retrospetivo | 31 CEC in RAS e p53 Expresséao global de

al. situ, 131 mutacdes RAS: 9,3%
carcinomas Expressdo aumentada de
invasivos p53: 82,1%
2018 | Campos et | Retrospetivo | 152 CEC TERTp Mutacdo TERTp presente
al. em 19,4% dos tumores in
situ e em 34,7% dos
tumores invasivos

2016 | Cafiueto et | Prospetivoe | 94 CEC Podoplanina A expressao de

al. retrospetivo podoplanina associou-se a
menor DFS

2019 | Santos- Retrospetivo | 50 CEC LLT1 Baixa DFS

Juanes et metastizados
al. e 50 CEC néo
metastizados

2017 | Nissinen et | Retrospetivo | 65 CEC Claudina 11 Evidenciou-se um aumento

al. esporadico, de expresséo de claudina
56 CEC in 11 nos tumores primarios,
situ, 31 QA, 7 sendo que esta nao foi
QS e 16 sem encontrada em tumores
alteragbes metastéticos

2018 | Cumsky et | Retrospetivo | 40 QA, 40 INPP5A OS aos 3 anos:

al. CEC a partir — Baixa expressao de

de QA, 27 INPP5A: 42,3%
CEC sem — Elevada expressao de
fatores de alto INPP5A: 73,7%
risco, 55 CEC
metastaticos e
recorrentes

2019 | Maly et al. Multicéntrico, | 27 CEC com INPP5A OsS:

retrospetivo

recorréncia
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local, 32 CEC
com

— Avaliacdo composta de

0: 62 meses

metéstases — Avaliagdo composta =
locais e 5 1: 31 meses
CEC com
metastases a
distancia
2020 | Zuo et al. Retrospetivo | 16 sem PRP3 OS diminuida
alteracgles, 42
QA, 24 CEC
in situ e 34
CEC
esporadicos
2019 | Zhao etal. | Retrospetivo | 111 CEC e 15 | MAGEA12 e DFS:
sem p21 — Alta expressao de
alteracbes MAGEA12: 6,7 meses
— Baixa expressao de
MAGEA12: 11,5 meses
2011 | Maubec et | Prospetivo 36 CEC Cetuximab DFS: 4 meses
al. OS: 8 meses
2017 | Dereure et | Retrospetivo | 14 CEC Cetuximab em | DFS:
al. monoterapia ou | — Cetuximab em
em associacao monoterapia: 3,55
a carboplatina meses
— Cetuximab em
associacéo a
carboplatina: 9,03
meses
2020 | Hourbeigt Monocéntrico, | 25 CEC Panitumumab DFS média: 6,9 meses
et al. retrospetivo irressecaveis em OS média: 10,5 meses
monoterapia ou
em associacao
a radioterapia
2014 | Foote et al. | Retrospetivo | 16 CEC Panitumumab DFS média: 8 meses
e prospetivo | avancados OS média: 11 meses
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2018 | Gold et al. Prospetivo; 29 CEC com Erlotinib DFES média: 4,7 meses
Estudo clinico | recorréncia OS: 13 meses
aberto de loco regional
fase 2 ou metastases
e ndo
candidatos a
cirurgia
curativa
2013 | Heath et al. | Prospetivo; 15 CEC Erlotinib em DFS aos 2 anos: 60%
Estudo clinico | localmente associacao a OS aos 2 anos: 65%
aberto de avancado ou radioterapia
fase 1 metastatizado
2018 | Midgen et Prospetivo; Fase 1: 26 Cemiplimab Fase 2:
al. Estudo clinico | CEC — DFS: 18,4 meses
aberto de avancados — OS estimada aos 2
fase 1 e fase | Fase 2:59 anos: 70,6%
2 CEC
localmente
avancados ou
metastizados
2020 | Maubec et Prospetivo 57 CEC Pembrolizumab | OS média: 25,3 meses
al.
2020 | Grob etal. | Prospetivo 105 CEC Pembrolizumab | DFS: 6,9 meses
OS ao 1 ano: 60,3%
2021 | Ferrarotto Prospetivo; 19 CEC Pembrolizumab | DFS: 2,04 meses
et al. Estudo clinico OS média: 8,31 meses
aberto de
fase 1 e fase
2
2020 | In et al. Retrospetivo | 26 CEC 13 Cemiplimab | DFS média: 5,4 meses
avancados 7

Pembrolizumab

6 Nivolumab
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5 Discussao e concluséo

A identificacdo de novos fatores de risco que possam estar implicados na agressividade e no
prognostico dos CEC é importante quer para melhorar os sistemas de estadiamento, quer
para identificar potenciais alvos moleculares, premissa fundamental para o desenvolvimento
de possiveis terapéuticas que possam melhorar a qualidade de vida dos doentes e aumentar

a sua sobrevivéncia global.

Dentro dos novos fatores de risco que foram estudados nesta revisdo narrativa podemos

dividi-los em marcadores histol6gicos e marcadores moleculares.

Dentro dos marcadores histolégicos, a invasao perineural apresenta um lugar de destaque,
sendo atualmente amplamente estudada, ja tendo sido demonstrado que esta é um fator de
risco independente para o desenvolvimento de metastases e de recorréncia local, sobretudo
nos primeiros 2 anos. Para além da invaséo perineural também foi estudado o tumor budding,
tendo este demonstrado ser um fator de risco independente para invaséo linfovascular, mas
nao apresentando qualquer valor em tumores com uma invasao mais extensa. Por outro lado,
a presenca de fibrose peritumoral associa-se a um maior risco de metastases, tal como a
presenca de metastases para os tecidos moles e de invaséo extra-ganglionar se associam a
um aumento do numero de ganglios linfaticos invadidos e a uma reducéo significativa da

sobrevivéncia global.

Dentro dos marcadores moleculares salienta-se o PD-L1. Este apresentou uma menor
expressdo em tumores primarios, enquanto nas metastases apresentou uma maior
expressao, estando também neste caso associado a uma maior taxa de recorréncia local e a
pior progndstico. Quanto as mutacbes RAS e p53, estas estdo presentes em tumores com
maior agressividade local, e uma expressdo aumentada de p53 demonstrou ainda ser um
preditor de recorréncia. Relativamente as mutagbes TERTp, evidenciaram ser um fator de
risco independente de recorréncia local e associaram-se a um maior risco de metéstases
linfaticas. A podoplanina é também um fator de risco independente para metastases
ganglionares. Além destes fatores, uma expressao elevada de LLT1 demonstrou ser um fator
de risco independente para metastases ganglionares. Quanto a claudina 11, a perda de
expressao desta associou-se a CEC com estadio mais avancado. O INPP5A demonstrou que
uma baixa expresséo se associa a maior agressividade, pior sobrevivéncia global e a uma
maior taxa de metastases locais. Quanto ao PRP3, a sua desregulacdo associa-se a
metastases ganglionares e a distancia e o aumento da sua expressdo levou a pior
progndstico. A respeito dos MAGEA12 e p21, na presenca de uma expressao elevada de p21,

€ mais comum haver uma baixa expressao de MAGEA12. Uma expresséo elevada de p21 foi
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detetada mais frequentemente em doentes sem recorréncia e, por outro lado, uma baixa
expressao associou-se a pior sobrevivéncia livre de doencga. Assim sendo, existe uma maior
probabilidade de recorréncia local quando h&a expressdo de PD-L1, de p53 e de mutacdes
TERTp; ha um maior risco de metastases linfaticas quando ha expressédo de podoplanina,
presenca de mutacBes TERTp, niveis elevados de LLT1 e desregulacdo do PRP3; e ha um
maior risco de metastases locais e a distancia com o aumento da expressao de PD-L1, com

uma baixa expresséo de INPP5A e com a desregulacéo do PRP3.

Em suma, concluo que todos os fatores de risco abordados apresentam valor prognéstico e
gue as novas abordagens terapéuticas que estédo a ser desenvolvidas diariamente permitem
a obtencéo de um melhor prognéstico, sendo fulcral a continuagéo da investigacdo de novas

modalidades terapéuticas.
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