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RESUMO

Bento GN. Expressdo de PD1, PD-L1, PD-L2 e CD8" em carcinomas
escamocelulares cutaneos de alto risco em cabeca e pescocgo [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Objetivos: o carcinoma de células escamosas cutaneo (CEC) é o segundo
cancer de pele mais comum entre os individuos de pele clara e é causado
pela radiacdo UV. Os immune checkpoints, como PD-1 (Programmed Death)
e seus ligantes, PD-L1 e PD-L2, sdo uma maneira eficaz de reativar a resposta
imune antitumoral do hospedeiro em muitos tipos de cancer. O obijetivo foi
avaliar a presenca do eixo PD-1: PD-L1/ PD-L2 e o infiltrado CD8" associado
no CEC de pele de cabeca e pescoco. Métodos: foram identificados 46
pacientes com CEC de alto risco. A coloracao multiplex para PD-1, PD-L1,
PD-L2 e CD8 foi realizada e as imagens foram capturadas por um microscopio
de epifluorescéncia. As positividades PD-1, PD-L1 e PD-L2 foram pontuadas
com base nos valores de corte determinados como > 1%, > 20% e > 50%. A
curva ROC foi aplicada para definir o valor de corte estatisticamente mais
significativo para recorréncia e 0bito. Resultados: todos os resultados abaixo
se referem a expressdo em > 1% das células. A expressao de PD-1, PD-L1 e
PD-L2 foi encontrada em 80,4% (37 de 46), 84,8% (39 de 46), 47,8% (22 de
46) pacientes, respectivamente. PD-1/ PD-L1, PD-1/PD-L2 e PD-L1/PD-L2
colocalizados em 80,4% (37 de 46), 45,7% (21 de 46) e 47,8% (22 de 46)
pacientes, respectivamente. Todos 0s pacientes apresentaram infiltracdo de
CD8* em algum grau. Nesse infiltrado, PD-1 / PD-L1, PD-1/ PD-L2 e PD-1/
PD-L1 / PD-L2 foram colocalizados em 97,8% (45 de 46), 82,6% (38 de 46) e
82,6% (38 de 46) pacientes, respectivamente. Concluséo: o eixo PD-1: PD-
L1/ PD-L2 € muito expresso no CEC de pele. Os presentes achados apoiam
a investigacao do bloqueio dessa via nesse tipo de tumor.

Descritores: CD8*; PD-1; PD-L1; PD-L2; Carcinoma de células escamosas;
Neoplasias de cabeca e pescoco; Neoplasias cutaneas; Linfocitos de
intersticio tumoral; Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Bento GN. PD-1, PD-L1, PD-L2 and CD8 expression in advanced head and
neck cutaneous squamous cell carcinomas [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Objectives: cutaneous squamous cell carcinoma (cSCC) is the second most
common skin cancer among caucasians and is caused by UV radiation.
Blockade of immune checkpoint axes, such as programmed cell death 1 (PD-
1) and its ligands, PD-L1 and PD-L2, is an effective way to reactivate the host
anti-tumor immune response across many cancer types. Our aim was to
assess the presence of the PD-1: PD-L1/PD-L2 axis and associated CD8*
infiltrate in cSCC of the head and neck. Methods: 46 patients with high-risk
cSCC were identified. Multiplex staining for PD-1, PD-L1, PD-L2, and CD8 was
performed and images were captured by an epifluorescence microscope. PD-
1, PD-L1, and PD-L2 positivity were scored based on cutoff values of > 1%, >
20% and > 50%. ROC curve method was applied to define the most statistically
significant cutoff value for recurrence and death. Results: all results below
refer to the expression in > 1% of the cells. PD-1, PD-L1 and PD-L2 expression
was found in 80.4% (37 of 46), 84.8% (39 of 46), 47.8% (22 of 46) patients,
respectively. PD-1/PD-L1, PD-1/PD-L2 and PD-L1/PD-L2 co-localized in
80.4% (37 of 46), 45.7% (21 of 46) and 47.8% (22 of 46) patients, respectively.
All patients had CD8" infiltration. In this infiltrated, PD-1/PD-L1, PD-1/PD-L2
and PD-1/PD-L1/PD-L2 co-localized in 97.8% (45 of 46), 82.6% (38 of 46) and
82.6% (38 of 46) patients, respectively. Conclusion: the PD-1:PD-L1/PD-L2
axis is highly activated in cSCC. Our findings support further studies on the
use of pathway blockade in this tumor type.

Descriptors: CD8+; PD-1; PD-L1; PD-L2; Carcinoma, squamous cell; Head
and neck neoplasms; Skin neoplasms; Lymphocytes, tumor-infiltrating; Tumor
microenvironment.
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O cancer da pele é a neoplasia maligna mais comum do ser humano,
com prevaléncia superior a todas as outras neoplasias malignas somadas. No
Brasil, corresponde a 30% de todos os casos novos de cancer anualmente.
Entre os tipos de cancer de pele, o mais frequente € o carcinoma basocelular,
seguido pelo carcinoma de células escamosas (CEC). Esses dois tipos sao
classificados como tumores de pele ndo melanoma, e, juntos, tém uma
estimativa de incidéncia anual no Brasil de mais de 180.000 casos?!. Essas
neoplasias sdo doencas malignas originadas de tecido epitelial estratificado
plano queratinizado, de origem do folheto embrionario denominado
ectoderma. Sua origem no epitélio se da na por¢cdo mais externa do tecido,
proxima a camada de queratina?.

Estima-se que em 2012, quase 10.000 pessoas tenham morrido por
carcinomas de células escamosas de pele somente nos Estados Unidos da
América (EUA)34.

Os carcinomas de células escamosas sdo 0s segundos tumores de
pele mais frequentes, com incidéncia crescendo acima da incidéncia dos
carcinomas basocelulares. Esta discrepancia entre incidéncias tem servido
para diminuir a distancia entre eles. Estudos nos EUA mostram taxas de
incidéncia ja muito semelhantes desde o inicio dos anos 2000. A

Organizacdo Mundial de Saude estima uma incidéncia anual de dois a trés
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milhdes de casos ao ano mundialmente, embora alguns estudos falem em
até cinco milhdes, podendo ter uma incidéncia anual de até 700.000 somente
nos EUAS7.

Apesar do aumento da incidéncia, que pode chegar em alguns Estados
da Australia e Sul dos EUA a 900 casos por 100.000 habitantes, essa
tendéncia € mais importante na populac¢édo acima de 60 anos e na populacdo
feminina, permanecendo estavel e até diminuindo em populacdes mais
jovens, notadamente aquelas abaixo dos 45 anos. Este dado parece estar
relacionado ao maior engajamento deste grupo na protecdo aos raios
ultravioleta (UV), com utilizacdo de protecdo quimica e mecéanica dos mais
jovens’®.

O fator de risco mais importante e comum € a exposi¢cao solar,
especialmente relacionados a exposicdo aos raios UVB. A presenca da
exposicao aos raios ultravioleta tem papel primordial na génese do tumor,
tanto na quantidade de tempo de exposicdo, quanto no numero de
gueimaduras solares e sua intensidade, que acontecem geralmente no
territério da face e pescoco. A diminuicdo da camada de ozénio tem sido
responsabilizada pelo aumento no nimero de casos pelo mundo®. O
bronzeamento artificial € mais um fator que aumenta de forma significativa
as chances de desenvolvimento de carcinoma de células escamosas,
chegando a um crescimento estimado na chance de desenvolvimento desta
neoplasia de até 70%. Pessoas com peles, olhos e cabelos mais claros, ou
seja, caucasianos, sao mais suscetiveis ao desenvolvimento destas

neoplasiast4,
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Outros fatores envolvidos sé&o ulceras crénicas (Doenca de Marjolin), e
sindromes genéticas como albinismo e xeroderma pigmentoso, estas,
relacionadas a incapacidade de reparo do DNA apds dano induzido pela
radiacdo ultravioleta. Por fim, fator de risco de grande importancia € a
imunossupressdo, desencadeada por doencas como linfoma e leucemia,
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) ou imunossupressao
induzida por drogas em pacientes transplantados, como o FK506
(Tacrolimus)4,

A histéria natural da doenca mostra aparecimento de lesbes pré-
tumorais, como a queratose actinica e a doenca de Bowen. Esta, carcinoma
in situ, quando tratada de forma adequada, pode evitar 0 aparecimento de
doenca invasiva'®16,

A apresentacdo clinica caracteriza-se por lesdes muitas vezes
provenientes de areas de queratoses prévias, que passam a apresentar um
carater nodular, doloroso, elevado e/ou infiltrativo. A lesdo passa a ter
crescimento mais rapido e com episédios de sangramento. Linfonodomegalias
em topografia de drenagem preferencial do tumor também podem estar
presentes ao diagndsticol’-*,

A prevencado primaria se faz pelos cuidados com a exposicdo solar,
utilizando protecdo mecanica com roupas e chapéus, além de protecao
guimica, por uso de protetores solares. A protecdo secundaria se faz por
diagnostico precoce das lesBes suspeitas para malignidade. Pacientes
precisam ter toda a pele examinada a fim de encontrar lesGes malignas de

pele sincrbnicas, uma vez que ha risco aumentado para todos os tipos de
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neoplasias malignas de pele. O diagndstico € confirmado por bidpsia incisional
ou excisional, que precisa conter areas de derme a fim de obter amostra
suficiente®18,

A doenca tem como tratamento principal a excisdo cirirgica com
margens amplas, acompanhadas ou n&o de ressecc¢éao linfonodal. Pode haver
a necessidade de complementagdo com radioterapia adjuvante,
acompanhada de quimioterapia, embora com discutivel beneficio desta
ultima.

O século XXI trouxe, com os trabalhos liderados por Allison e Honjo,
um novo paradigma na definicdo da relacéo entre o sistema imunologico e as
neoplasias malignas. Pela primeira vez na literatura, foram descritos
mecanismos de inibicdo da atividade linfocitaria que visam originalmente
regular a atividade do sistema imune, e que de forma surpreendente é também
utilizada por neoplasias malignas, promovendo um desligamento da atividade
linfocitaria dentro daquilo que passa a ser denominado de microambiente
tumoral. Esse desligamento é feito por interacbes entre proteinas
transmembrana que passam a ser entdo chamados de immune checkpoints,
expressdo em inglés sem traducéo adotada para o portugués, sendo adotada
nesta tese, assim como o termo imunorreceptor. Esses primeiros
imunorreceptores foram chamados de citotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4 (CTLA-4) ou CD152 e de Programmed Death 1 (PD-1) e seus

ligantes, CD-80, PD-L1 e PD-L.220-24,



INTRODUGAO - 6

Inimeros trabalhos na literatura visaram estabelecer a presenca dos
imunorreceptores no microambiente tumoral em multiplas neoplasias
malignas, inclusive nos carcinomas escamocelulares, além de tentar
esclarecer sua relacdo com fatores prognosticos classicos, evolugdo e

desfecho final.
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Os objetivos do presente estudo sao:

- ldentificar a presenca dos marcadores denominados PD-1, PD-L1,
PD-L2 e CD8+ no microambiente tumoral dos carcinomas de
células escamosas cutaneos de alto risco em territério de cabeca e
pescoco.

- Estabelecer os critérios de colocalizagédo dos imunorreceptores.

- Correlacionar expresséo de imunorreceptores, assim como dados
de risco com a evolucéo clinica a longo prazo, definidos como

tempo livre de recidiva e sobrevida global.
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Os carcinomas de células escamosas séo provenientes de células que
compdem o foliculo piloso. Nesta porcao do tecido, ha células-tronco e células
progenitoras que dardo origem as células bem diferenciadas de acordo com
a necessidade, e que tendem a permanecer viaveis durante toda a vida do
individuo. Quanto mais tempo uma célula vive, maior a probabilidade de
adquirir mutacdes que levardo ao desenvolvimento de neoplasias malignas.
Desta forma, as células-tronco séo consideradas aquelas com maior potencial
de transformacdo maligna no corpo humano. Histologicamente, o tumor se
apresenta com pleomorfismo nuclear e figuras de mitose variaveis,
dependendo do seu grau de diferenciacdo, geralmente acompanhados de
processo inflamatério cronico abundante, com presenca de linfocitos T, B e
células Natural Killers (Figura 1). Do ponto de vista genético, a supressao do
gene TP53, que em ultima analise induz a apoptose, € a mutacdo mais comum
neste tipo de tumor. Inibidores das quinases dependentes de ciclina (CDKN2A
e CDKN2B) também estdo presentes, assim como 0s oncogenes KRAS e
HRAS. Receptores NOTCH 1 a 4, que promovem a diferenciacao celular,
também tém um efeito antitumoral, e estdo frequentemente deletados nessas
neoplasias. O efeito final da radiacdo, levando a delecdo de TP53 e ao
surgimento de KRAS e HRAS, causa o aparecimento de genes tumorais, AP1,

NF1 E ETS7:252,
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Figura 1 - Corte histolégico de carcinoma epidermoide cutdneo moderadamente
diferenciado [Fonte: acervo pessoal]

A avaliacdo dos pacientes com suspeita da doenca deve ser feita por
meio de exame fisico minucioso, com exposicao de toda a pele, para detectar
outros tumores sincronicos. Sao observados tamanho, espessura, infiltracdo
de estruturas adjacentes, linfonodomegalias locorregionais e exame fisico de
diversos aparelhos e sistemas. Exames de imagem, como tomografia
computadorizada e ressonancia magnética sdo empregados quando ha
suspeita de doenca avangada, como invasdo 6ssea ou invasao perineural,
respectivamente!819.27-29,

Ao diagnostico, os carcinomas escamocelulares de pele devem sempre
ter seu risco estratificado. Esta estratificacdo deve ser feita levando-se em
consideracdo grau de diferenciacdo, subtipos, tamanho, espessura, invasao
local, disseminacdo perineural e disseminacdes linfatica e hematogénica.

Tumores localizados no territério de cabeca e pescoco tém pior prognadstico,



REVISAO DA LITERATURA - 12

principalmente na area “H” da chamada mascara facial (Figura 2). Descrita na
década de 1980, engloba &reas anatdmicas como orelhas, palpebras,
supercilios, nariz, labio (pele e vermelhdo), regido pré-auricular e
retroauricular®®3!, Tumores desta regido apresentam taxas maiores de
recidiva com qualquer tamanho, mas principalmente quando o diametro for
superior a 6 mm. Regifes de risco intermediario e baixo risco apresentam
maiores taxas de recidiva quando apresentam diametro superior a 2,0
cm?8:29.3233  Os subtipos histolégicos mais agressivos destas neoplasias sdo

os acantoliticos, carcinossarcomas e carcinomas desmoplasicos?’:28,

S

Figura 2 - llustracd@o representativa da zona H (maior risco para cancer de pele) em
segmento cefalico [Fonte: Baxter et al.®4]

A espessura tumoral também influencia prognéstico. A National
Comprehensive Cancer Network considera a espessura um importante fator
de pior prognéstico, onde aqueles tumores com menos de 2,0 mm de

espessura tém virtualmente 0% de chance de metastase. Quando apresentam
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espessura entre 2,0 mm e 6,0 mm, 4%, enquanto que aqueles com mais de
6,0 mm de espessura, tém 14% de chance de metastase hematogénica ou
linfatica®. Alguns trabalhos mostram ainda que tumores com mais de 2,0 mm
de espessura tém maiores chances de recidiva local e que para cada 1,0 mm
de espessura a mais, 0 risco de recidiva ou metastase aumenta
gradualmente?3?. Tumores que chegam ou ultrapassam a derme reticular,
chegando ou nao ao tecido celular subcutaneo (Clark IV e V), também tém
mais chances de pior evolucdo'’*. A classificacdo TNM da American Joint
Committee em sua 82 edicao, considera os tumores com mais de 6,0 mm de
espessura como de alto risco, (Apéndice A).

Outro critério de classificacdo leva em consideragcdo o grau de
diferenciacdo da doenca. Descrito inicialmente por Broders em (1920) apud
Lund et al.®¢. Esta classificacdo divide os tumores em bem diferenciados,
moderadamente diferenciados, pouco diferenciados e indiferenciados. O grau
histolégico vem sendo modificado e foi simplificado em bem/moderadamente
diferenciado e pouco diferenciado, com implicacfes nas taxas de sobrevida,
recidiva, tempo livre de doenca e metastases locorregionais e a distancia
embora ndo seja usado na AJCC para definir estadiamento e também néo
seja utilizado na definicdo terapéutica. A presenca de invasao angiolinfatica e
perineural tém também grande importancia no risco de recidiva locorregional
ou a distancia, principalmente a ultima?7:2837-39 (Apéndice B).

Pacientes com CECs de pele dificimente cursam com doenca
metastéatica. Menos de 5% de todos o0s pacientes com neoplasias de pele no

territério de cabeca e pescoco apresentam metastase linfonodal, geralmente
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associada a outros fatores de pior progndstico, como tumores espessos e
invasdo perineural. Quando ocorre a metastase linfonodal, as taxas de
recidiva podem subir a 35% em algumas séries e a sobrevida global pode cair
a até mesmo 53%!%°. A classificagdo TNM dos linfonodos cervicais feita pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC) é a mesma utilizada para
carcinomas escamocelulares de mucosa do territério de cabeca e pescoco,
levando em consideracdo o tamanho e numero de linfonodos acometidos e a
presenca de extensdo extranodal®>%4% (Apéndice B).

A presenca de metastase a distancia, por via hematogénica, € ainda
mais rara, aparecendo em 0,4% dos casos e é classificada como M14°,

Baseados no TNM, a AJCC criou o estadiamento para cancer de pele
em territorio de cabeca e pescoco, variando de | a IV (Apéndice C).

O CEC de pele apresenta altas taxas de cura, ultrapassando 90% dos
casos. Apesar disso, mais de 20.000 pessoas morrem anualmente da doenca
no mundo, sendo 1.500 s6 no Brasil*4142,

Ha vérias formas de tratamento para a doenca. Os objetivos do
tratamento consistem em remocéo completa do tumor, manejo da funcédo do
orgdo ou regido acometida e resultado estético adequado. Para isso,
tratamentos menos agressivos tém sido amplamente utilizados. Podem ser
citadas aqui a eletrocauterizacdo, a curetagem, a radioterapia exclusiva e,
mais recentemente, a terapia fotodin@mica. Estas modalidades terapéuticas
sdo reservadas preferencialmente para tumores de baixo risco, pacientes que
ndo desejam cicatriz e para aqueles pacientes com condicdo clinica

desfavoravel a abordagem cirdrgica. Elas trazem como desvantagem, a
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auséncia de definicho das margens e de outros fatores progndsticos.
Considera-se, portanto, padrdo ouro, o tratamento cirdrgico com margens
adequadas. Sempre que possivel, a congelacdo durante o ato operatoério deve
ser executada. Quando houver margens comprometidas tanto durante
congelacao, quanto tardiamente na analise sob Hematoxilina-eosina, nova
operacao € normalmente requerida. Esta modalidade garante a cura em
aproximadamente 95% dos casos!®1927:31,

As margens ideais dependem dos critérios de risco recidiva da lesdo e
da localizacdo do tumor, variando de 4 mm a 9 mm da borda tumoral.
Naqueles pacientes com CECs em territorio de cabeca e pescoco, ou seja,
usualmente tumores de alto risco, as margens devem ser definidas de acordo
com o seu didmetro. Tumores com menos de 1,0 cm de didmetro devem ter
margens ndo menores que 4 mm, para aqueles com diametro entre 1 cm e
1,9 cm, margens ndo menores que 6 mm e para aqueles com diametro maior
ou igual a 2,0 cm, as margens devem ser idealmente maiores que 8 mm?843.44,

O tamanho das margens e resseccao incompleta podem ainda variar
de acordo com o cirurgido e com o fato de a doenca ser ou ndo uma recidiva.
Doenca recidivada confere pior progndéstico e exige maiores margens de
seguranca, idealmente acima de 9 mm. Existem varias técnicas de
congelacao intraoperatoria, desde uma resseccdo ampla e com congelacéo
da peca em si ou até mesmo de margens em separado, até cirurgia
micrografica de Mohs, que oferece uma avaliacdo mais completa e
tridimensional das margens, enquanto possibilita a preservacdo de tecidos

normais adjacentes®4°,
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A linfadenectomia cervical esta indicada para pacientes com
acometimento linfonodal enquanto a parotidectomia superficial ou total esta
indicada quando a doenca linfonodal encontra-se dentro desta glandula. A
extensdo da linfadenectomia depende da area onde o linfonodo se encontra,
do tamanho e do numero de linfonodos acometidos. Linfadenectomia cervical
seletiva € normalmente feita para linfonodo Unico, com linfonodo menor que
3,0 cm de diametro e que se encontra na primeira estacao de drenagem do
tumor. Para linfonodos em localizagdo incomum, com extensao extranodal ou
linfonodos multiplos, a abordagem mais amplamente utlizada é
linfadenectomia cervical radical modificada. Quando localizadas em territorio
de cabeca e pescoco, tumores volumosos e com metastases podem exigir
resseccoes e reconstrucdes complexas e com grandes sequelas funcionais e

estéticas®4647 (Figura 3).

Figura 3 - Apresentacao clinicade CEC avancado de pele. Fotografias autorizadas para
fins académicos [Fonte: acervo pessoal]

A adjuvancia é geralmente condicionada aos pacientes com alto risco

para recidiva, e a modalidade de escolha é a radioterapia®4.
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A radioterapia adjuvante esta reservada para pacientes com tumores
com margens comprometidas, incluindo invaséo perineural, invasao 6ssea ou
de cartilagens e tumores com presenca de metastase linfonodal. Pacientes
submetidos a linfadenectomia cervical e/ou parotidectomia superficial total
tém indicacdo de radioterapia adjuvante, havendo comprovacao
anatomopatoldgica da presenca de células tumorais nos linfonodos (N+). O
uso de quimioterapia, tanto com agentes citotéxicos, como cisplatina, quanto
com inibidores do receptor de fator de crescimento epitelial, como o
Cetuximab, parecem n&o trazer beneficios claros. Os protocolos de
guimioterapia parecem ter melhores resultados quando utlizados para
pacientes com doenca linfonodal extensa, na presenca de extravasamento
extracapsular e também nagueles com doenca metastatica a distancia3494°,

Modalidades terapéuticas que vém ganhando forca na medicina
moderna, inclusive no tratamento de neoplasias malignas, sdo as terapias
imunologicas. A primeira descricdo para o tratamento de neoplasias malignas
se deu no final do século XIX, quando um cirurgido, Willam Coley inicialmente
injetou antigenos bacterianos no interior de sarcomas, evidenciado uma
diminui¢do no seu volume®°.

O sistema imune apresenta mecanismos de regulacdo da sua atividade
a fim de modular a resposta inflamatoria e evitar o dano tecidual inevitavel na
resposta imune. Esse balangco € feito por meio um equilibrio entre sinais
estimulatérios e inibitérios®:. Esse mecanismo é importante no combate as
infeccbes, na tolerdncia ao trauma, no combate a tumores e para evitar

doencas autoimunes®?. Os linfocitos parecem ter um papel mais que relevante



REVISAO DA LITERATURA - 18

na determinacéo da intensidade da resposta imune, onde o Linfécito T helper
(CD4*) parece ser o “maestro” na imunologia, e o linfécito T citotéxico (CD8Y)
o grande agente reconhecedor dos peptideos que formam a maioria dos
antigenos. A ativacdo destes linfocitos acontece inicialmente pela
apresentacdo de antigenos como um primeiro sinal, feito pelas células
dendriticas apresentadoras de antigeno (APC), por meio do sistema complexo
maior de histocompatibilidade (MHC). Depois disso, geralmente faz-se
necessario um segundo sinal, como aquele oferecido pela interacdo entre
CD28, presente nos linfécitos e a familia B7, presente nas células dendriticas
apresentadoras de antigenos, também estimulat6rio?20.

Por outro lado, encontra-se a sinalizagdo negativa, que regula a
atividade imune. Este mecanismo é importante para evitar resposta imune
exagerada nos processos infecciosos e tem papel importante até mesmo na
gravidez2350.53.54,

Dois autores receberam o prémio Nobel de medicina em 2018 por
descreveram esses mecanismos de sinalizacdo. James P. Allison recebeu o
prémio pelo trabalho em que descreveu, em 1996, a presenca de uma
proteina na membrana das células T, que funciona como um sinalizador ou
imunorreceptor, inibindo a atividade celular, chamado CTLA-4, ou CD152.
Esta sinalizacdo negativa tem efeito importante na regulacdo da atividade
inflamatoria, mediando a relacédo entre células do sistema imune e células
tumorais. O mecanismo pelo qual esse sinal negativo € dado néo esta
completamente esclarecido, mas sabe-se que o CTLA-4 compete com CD28,

sinalizador positivo expresso na membrana celular quando o antigeno é
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apresentado por meio do sistema MHC pela célula dendritica. Esta interacéo
€ um dos grandes sinalizadores e mediadores da atividade linfocitaria.
Embora o CTLA-4 seja expresso na parede do Linfocito CD8*, o grande efeito
fisioldgico parece acontecer com as células CD4*, diminuindo a atividade do
Linfécito T helper e aumentando a atividade inibitéria do Linfocito T reg
(expressa fortemente FoxP3). E preciso lembrar que a atividade linfocitaria
pode ser medida de varias formas, desde a proliferacao celular e liberacao de
mediadores, como citocinas, até a morte celular programada. O CTLA-4 nao
parece ter um papel na morte celular programada, restando entao,
proliferacédo e liberacdo de mediadores. Surgiram, entdo, estudos com o uso
de anticorpos que bloqueiam a sinalizacdo negativa, a fim de aumentar
resposta imune no combate a infeccdes e tumores. As Figuras 4 e 5 ilustram

as varias formas de interacdo dos sinalizadores imunes?!23:24.55.56,
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Figura 4 - Representacdo esquematica das vias de sinalizagdo imune e terapia-alvo
anti-PD1 [Fonte: Iwai et al.*]
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Figura 5 - Representacdo esquematica dainteracdo de sinais entre as APC e Linfécitos
T [Fonte: Pai et al.%¥

O segundo imunorreceptor mais estudado é o PD-1, da familia CD28.
Apesar do nome, assim como o CTLA-4, ele tem pouca ou nenhuma relacao
com morte celular programada, tendo maior papel no controle da atividade
celular. Descrito inicialmente em 1992, na Universidade de Kyoto, no Japéo,
também rendeu a Tasuko Honjo, prémio Nobel de medicina em 2018. O PD-
1 € expresso apos ativacdo do linfocito e tem como funcao limitar a atividade
imune. Foi encontrada a presenca deste sinalizador em células CD4*, CD8* e
linfocitos B da periferia, inclusive no citoplasma de linfécitos T regulatérios
periféricos, embora seu papel no citoplasma ainda seja incerto?%:22°,

O PD-1 parece estar mais envolvido nas fases mais tardias da resposta
imune nos tecidos, longe das regifes de concentragéo de tecido linfatico como

timo e linfonodos. E uma proteina transmembrana, com peso estimado de 50-
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55 quilodaltons (kDa), com 288 aminoacidos. O DNA responséavel pela sua
transcricao foi ilustrado na Figura 6. Ele apresenta na sua porc¢ao extracelular,
um dominio semelhante aos dominios variaveis dos anticorpos (IgV). Até 33%
do seu dominio é igual aquele presente na molécula do CTLA-4 e do

CD28%57,
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Figura 6 - Representacdo esquematica do DNA responsavel pela formacdo do PD-1
[Fonte: Ishida et al.??]

Os dominios de imunoglobulina séo estruturas moleculares compostas
por um numero variavel de aminoacidos, que varia de 70 até 110, formando
duas fitas beta pregueadas e antiparalelas e ligadas por pontes dissulfeto.
Esses dominios juntam-se para formar cadeias pesadas e leves de peptideos,
gue quando juntos, formam os anticorpos. Os dominios podem ser constantes
(IgC), intermediarios (Igl) ou variaveis (IgV), sendo que os dominios variaveis
sdo muito importantes para interacdo com o0s antigenos. Esses dominios
podem ser a base para outras estruturas moleculares no sistema imune, como
0 préprio sistema MHC e outros mediadores da atividade imunolégica, como
0 CD28 e CTLA-4. Essas estruturas moleculares semelhantes entre si formam
as superfamilias Ig e denotam um ancestral imune comum na escala

evolutiva®’.
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J& a porcdo citoplasméatica do PD-1 se apresenta com dominios
baseados em dois residuos de tirosina. Um proximal, que consiste num
imunorreceptor inibitorio de estrutura molecular secundéria baseada na tirosina
(ITIM), e outro mais longe da membrana, com estrutura molecular secundéria
de troca (ITSM). Ambas estruturas secundarias deste dominio parecem exercer
papel fundamental no efeito inibitério do PD-1. A partir do momento que estao
conectados aos ligantes PD-L1 e PD-L2, ha uma sinaliza¢do negativa. A porcéo
mais distal do dominio promove a desfosforilacdo, pela ativacdo da tirosina
fosfatase SHP-2, de moléculas efetoras como Syk e PI3K nos linfocitos B e
ZAP70 nos linfécitos T, que em dltima analise, inibem a proliferacéo e a
atividade linfocitaria. Exemplo de inibicdo da atividade é a diminuicdo na
producdao de citocinas, como o IFNy. Naqueles pacientes com linfécitos ativados
cronicamente (exaustos), ha um aumento gradual da expressao de PD-1 na
parede celular destas células???2. Antigenos exdgenos produzidos
principalmente por bactérias e macréfagos tém papel importante na diminuicéo
da expressdo de PD-1 na parede das células dos linfécitos T e B8, Por outro
lado, a estimulacdo com autoantigenos parece aumentar a expressdo nos
linfécitos, diminuindo danos autoimunes. Ainda existem interrogacdes sobre
todos 0s mecanismos de acdo entre essas sinaliza¢des, sua interacdo entre as
diferentes células e seus efeitos por completo. Por exemplo, ndo se sabe por
gue a presenca de sinalizadores de perigo como interleucinas 1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral alpha (TNFa) s&o incapazes de inibir a expressédo de PD-
1, enquanto que a interleucinas 4 (IL-4), sinalizadores de resposta antigénica

autégena diminuem sua expressao?1:22:58,
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O PD-1 se liga a duas moléculas muito semelhantes entre si, PD-L1
(B7-H1) e PD-L2 (B7-DC). Essas duas moléculas pertencem a superfamilia
B7, que ainda tém B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86). Elas sédo glicoproteinas
transmembrana com dominios externos tipo IgC e IgV. Essas glicoproteinas
compartilham 20% dos aminoacidos dos ligantes do CTLA-4, B7-1, B7-2 e PD-
L1, enquanto o PD-L1 e PD-L2 compartilham 40% dos aminoacidos entre si.
Quando comparados com roedores, compartilham até 70% dos aminoacidos
com aqueles presentes na espécie humana, comprovando um papel
importante na modulacdo do controle da resposta imune na evolugcdo das
espécies. Essas moléculas tém uma pequena por¢cao citoplasmatica sem
dominio evidente, o que pressupde a auséncia de transducéo de sinais no
interior das células que as expressam, apesar de alguns estudos
demonstrarem um sinal estimulatorio em células dendriticas, promovendo
aumento da apresentacéo de antigenos nas mesmas?-%7,

Apesar de poder se ligar ao CD80 e ao CD86, cujos sinais séo
estimulatorios, o papel final do PD-1 é inibitorio. Tanto PD-L1 quanto PD-L2
estdo presentes em células T, B, células dendriticas, macréfagos pulmonares,
células renais, coracao e placenta. Estdo ausentes no cérebro. A expressao
de PD-L2 é predominante nas células apresentadoras de antigenos e algumas
células tumorais. A interacdo tridimensional entre essas moléculas é

demonstrada na Figura 7212359,
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Cc

Figura 7 - llustragdo da estrutura tridimensional das moléculas de PD-L1, PD-L2 e sua
interacdo com PD-1 [Fonte: Lin et al.®9]

O PD-1 estd muito presente nos linfécitos T reg do processo
inflamatorio na periferia dos tumores e reflete um infiltrado tumoral importante
por células CD4*; quando expresso em CD8", reflete um estado de anergia ou
exaustdo. A presenca de interacdo PD-1/PD-L1 interfere na proliferacdo dos
linfocitos CD8*, assim como na sua atividade citotoxica. Esta interacéo ja foi
descrita em varios tumores como melanoma maligno, tumores de origem
pulmonar e carcinomas de células renais?-23:54-56,

A expresséao do PD-L1 pode ser inata, chegando a até 10% dos casos,
ou adaptativa, envolvendo aspectos epigenéticos e de transcricdo, presentes
tanto nas células tumorais quanto nos infiltrados linfocitarios peritumorais. O
microambiente tumoral pode ainda aumentar a expressao de PD-L1 por meio

de moléculas como interleucinas e interferon32223:54.59
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A presenca do PD-L1 ainda pode ser medida de acordo com o
percentual de células que expressam a molécula, assim como a quantidade
de expressao na parede delas. A simples expresséo dos immune checkpoints,
assim como sua quantidade, sua concentracao e sua relacdo com o infiltrado
inflamatoério, tém sua relacdo com prognostico e repostas aos seus
bloqueadores a ser esclarecida®®56:58:61-65,

Baseado no recente sucesso do tratamento com as terapias-alvo, ja
descritos para carcinomas de células escamosas de mucosa em cabeca e
pescoco, neoplasias de pulméao ndo-pequenas células, carcinomas de células
renais e para melanomas malignos, com varias drogas em uso nha pratica
clinica diaria, com resultados excelentes, inclusive para doenca estagios lll e
IV, e muitas outras em estudo, surgiu o interesse em avaliar esta via no
controle do carcinoma escamocelular de pele de alto risco. Tenta-se ainda,
estabelecer a presenca de células CD8" e sua relacdo com a concentracao
de imunorreceptores e sua localizacdo especifica dentro do microambiente

tumoral3:°3.66-68
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O estudo teve aprovacéo do Comité de Etica para Anélise em Projetos
de Pesquisa (CAPPesq, protocolo de pesquisa n° 2.022526), com envio ao
Comissao Nacional de ética em Pesquisa (CONEP) com registro CAAE nimero
55131416.0.0000.0065, e numero do parecer numero 1.635.269, cuja area
tematica é pesquisa com coordenacéo originados no Estado de S&o Paulo em
cotutela na Universidade de Harvard (Anexo A). Os fundos para execucgéo do
projeto sao originados dos gastos cotidianos de ambas as institui¢oes.

Foi realizada revisdo de prontuarios médicos de pacientes atendidos
por carcinomas de células escamosas em territorio de cabeca e pescoco, com
risco aumentado no Instituto do Cancer do Estado de Séao Paulo (ICESP), no
servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco, entre janeiro de 2010 e dezembro
de 2016. Foram utilizados os seguintes dados:

- ldentificacdo do paciente: género, idade ao diagndstico e data da

operacéao.

- Caracteristicas clinicas: topografia do tumor primario.

- Caracteristicas anatomopatologicas: tipo histologico, tamanho,
espessura, invasao angiolinfatica, invasdo perineural, margens,
invasdo de cartilagem/dssea, metastase linfonodal e metastase
hematogénica.

- Desfecho: tempo livre de doenca e sobrevida global.
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ApoOs levantamento dos registros hospitalares, 120 casos foram
elegiveis. Por problemas administrativos e de identificacdo cadastral, 46
pacientes foram inicialmente selecionados a fazerem parte do estudo. O
departamento de Patologia do ICESP selecionou os blocos de parafina com
presenca de tumor e fez duas laminas para cada caso, que foram
posteriormente revisadas pelo médico patologista da instituicdo norte-
americana. Essas laminas foram encaminhadas ao Massachusetts General

Hospital, pertencente a Universidade de Harvard, para analise.

4.1 Imunofluorescéncia

A laminas foram desparafinadas com xileno por 10 minutos por duas
vezes e desidratadas no alcool em solu¢des graduais de etanol. Duas vezes
em etanol a 100% por 5 minutos, uma vez com etanol 95% por 5 minutos, uma
vez com etanol 90% por 5 minutos, uma vez com etanol 80% por 5 minutos,
uma vez com etanol 70% por 5 minutos e finalmente com agua destilada por
duas vezes por 5 minutos. Todas as laminas foram submetidas a uma
preparacao com solucéo de alto pH (9,0), induzidas pelo calor de alta pressao
denominada Envision FLEX target Retrieval solution (DAKO, Gloustrup,
Dinamarca) a 120° Celsius por 20 minutos e peroxidases enddgenas foram
suprimidas pela incubacédo em peréxido de hidrogénio a 3% por sete minutos
de acordo com orientacdo do fabricante (DAKO, An Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). Os anticorpos utilizados na imunofluorescéncia estéo

descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 - Lista de anticorpos utilizados na imunofluorescéncia

Anticorpo Doador Empresa  Catélogo Clone Concentracéo
PDL-1 Coelho Cell Signaling 13864 E1L3N® 1:200
PDL-2 Coelho Cell Signaling 82723 D7U8C® 1:200
PD-1 Rato  Cell Signaling 43248 EH33® 1:200
CD8* Coelho AbCam Ab4055 POLICLONAL 1:200

Os anticorpos foram diluidos num diluente especifico (DAKO, An
Agilent Technologies, Santa Clara, CA), incubados numa camara umidificada
por um periodo que variava de uma hora a uma noite num ambiente a 4°
Celsius dependendo do anticorpo utilizado. Anticorpos secundarios originados
de cabra foram utilizados para se ligarem aos anticorpos primarios. A ligacéo
antigeno/anticorpo foi visualizada e amplificada pela aplicacéo do sistema de
polimero FLEX+ (DAKO, An Agilent Technologies, Santa Clara, CA), que
permite varias analises numa mesma amostra. O sinal foi amplificado pelos
Kits de magnificacdo com tiramida de anticorpos secundarios denominados
AlexaFluor 488 (verde), AlexaFluor 555 (laranja) e AlexaFluor 647 (vermelho),
Invitrogen, Carlsbad, Califérnia. O sinal foi também magnificado com
AlexaFluor 750 (bord®) conjugado com anticorpo anti-coelho 1gG, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA. Os nucleos foram visualizados pelo reagente
Prolong Diamond Antifade com 4°,6-diamidino-2-phenylindole (azul-DAPI),

Invitrogen, Carlsbad, Califérnia.
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4.2 Microscopia e Analise

A imagens de imunofluorescéncia foram obtidas pelo microscépio de
epifluorescéncia Zeiss 20X Axio Imager Z2. As imagens foram capturadas por
uma objetiva plano-apocromética Zeiss 20x (0,5NA) por meio de um sistema
de captura de imagens das laminas chamado TissueFAXS (TissueGnostics,
GmbH, Viena, Austria). Este sistema identifica e une as partes de tecido nas
laminas, excluindo as partes de artefatos e auséncia tecidual. A analise foi
feita utilizando o software TissueQuest (TissueGnostics, Viena, Austria), que
identifica células por meio da coloracdo por DAPI dos nucleos das células e
interposicdo de intensidade destes sinais. Partindo do nudcleo, o software
calcula uma distancia especifica de 10 um de forma radial por meio do
citoplasma da célula até o seu limite celular, que sdo coradas acima de um
limiar minimo de intensidade de coloracdo determinado por bases de
amostras de controles nédo especificas, detectando cada canal de
fluorescéncia e criando uma mascara para cada padrao. A partir dai procurou-
se a presenca de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8* em cada uma das células
detectadas nas laminas. A intensidade da imunofluorescéncia foi determinada
para cada célula, baseada na média de pixels presentes em toda superficie
desta célula utilizando uma escala de cinza de 8-bits. Para determinar a
positividade da imunofluorescéncia, limiares minimos foram determinados a
partir de amostras controle ndo especificas para cada canal de andlise.
Numeros totais de células, intensidade média de sinal do tecido, percentual
de células positivas para os marcadores em questdo, colocalizacdo dos

marcadores e densidade de células positivas foram obtidos pela plataforma
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de andlise do TissueQuest. Portdes foram criados em graficos de dispersao
para células duplamente positivas e depois comparadas em todas as
combinacdes de marcadores para definicdo a que grupo pertenciam. O
computador calcula ainda interposi¢cao de sinais nos diferentes espectros de
cor a fim de diminuir sobreposicdo dos dados (Gréafico 1). Colocalizacédo se
define a proximidade dos sinalizadores a uma distancia de 10 um, ou seja, 0
raio da célula, fazendo com que esses marcadores pertencam a mesma célula
ou estejam em intimo contato. As Figuras 8 a 17 ilustram os resultados de
imunofluorescéncia obtidos pelo microscopio, tanto nas suas unidades quanto
na soma das imunofluorescéncias. As figuras tentam facilitar o entendimento
de como o computador captura essas imagens e calcula a colocalizagdo dos

sinalizadores em questao.

Gréafico 1 - Intensidade de sinal das cores e suas sobreposicdes e area
a ser considerada positiva em metodologia de
imunofluorescéncia aplicada em série de carcinomas
escamoelulares cutaneos operados entre 2010 e 2016
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Figura 8 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cutaneos preparados com imunofluorescéncia pela coloragdo DAPI

Figura 9 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cutaneos preparados com imunofluorescéncia pelas colora¢cbes PDL-1 e
DAPI
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Figura 10 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cuténeos preparados com imunofluorescéncia pelas coloraces CD8" e
DAPI

Figura 11 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cutaneos preparados com imunofluorescéncia pelas colora¢cbes PDL-2 e
DAPI
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Figura 12 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cuténeos preparados com imunofluorescéncia pelas coloracbes PD-1 e
DAPI

Figura 13 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cutaneos preparados com imunofluorescéncia pelas coloragdes PDL-1,
CD8*, PDL-2, PD-1 e DAPI
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PDL-1 CD8 PDL-2 PD-1

Figura 14 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cuténeos preparados com imunofluorescéncia pelas coloracdes PDL-1,
CD8", PD-L2, PD-1 e DAPI

.t

PDL-1 CD8 PDL-2 PD-1 DAP

Figura 15 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cutaneos preparados com imunofluorescéncia pelas coloragdes PDL-1,
CD8", PD-L2, PD-1 e DAPI
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Figura 16 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cuténeos preparados com imunofluorescéncia pelas coloracdes PDL-1,
CD8", PDL-2, PD-1 e DAPI

CD8

Figura 17 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares
cutaneos preparados com imunofluorescéncia pelas coloracdes ,
CD8" e
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4.3 Anédlise Estatistica

Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel quantitativa foram
organizados e descritos pela média, mediana e desvio padréo. Para as
qualitativas, foram utilizadas frequéncias absolutas e relativas. O método de
regress@o de Cox com calculos da relevancia estatistica (p < 0,05), do risco
relativo (RR) e do respectivo intervalo de confianca de 95% (1C95%) foram
empregados nesta analise.

Os valores de corte das variaveis continuas para 6bito e recorréncia
foram determinados por analise de curva receiver operator characteristics
(ROC), por meio do indice de Youndex.

Em todas as analises foi utilizado o programa estatistico SPSS® verséao
24.0 (SPSS® Inc; llinois, EUA) e em todas as comparacées adotou-se nivel de

significancia estatistica inferior a 5% (p < 0,05).



5 RESULTADOS
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Foram incluidos 46 pacientes com carcinomas de células escamosas
cutdneos de alto risco em territério de cabeca e pescoco. A amostra
apresentava 35 (76,0%) homens e 11 (24%) mulheres. As idades variaram
entre 48 e 96 anos com média de 70,39, mediana de 70,00 e desvio padréo
de 11,69.

Multiplas localizagcdes foram encontradas, sendo elas as regides
descritas como: cervical (1), labio (7), orelha (3), frontal (1), couro cabeludo
(13), temporal (2), pré-auricular (12) e zigomatica (7). Todos os pacientes
apresentaram espessura acima de 2 mm e 26 (59,1%) pacientes
apresentaram espessura maior ou igual a 10 mm. A espessura maxima
encontrada foi de 55 mm, com média de espessura de 175 mm, mediana de
130 e com desvio padrao de 139. Em dois pacientes, nao foi possivel definir
espessura total por motivo de invaséo 6ssea. Nao foi encontrada significancia
estatistica para espessura na tentativa de predizer risco de recidiva (p = 0,330,
IC95% entre 0,219 e 1,667) ou morte (p = 0,396, IC95% entre 0,208 e 1,862).

Dezenove (41,3%) pacientes apresentavam invasao perineural, mas
ndo houve significAncia estatistica ao se estratificar risco de Obito ou

recorréncia para esta variavel (p = 0,261, 1C95% entre 0,598 e 11,803).
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De acordo com a classificacdo do TNM, obteve-se o resultado exposto
nas Tabelas 1 e 2. Tumores localmente mais avancados (T3 e T4) foram

detectados em 43,5% dos casos.

Tabelal- Estadiamento T referente a casuistica de pacientes operados
por CECs cutaneos de cabeca e pescoco entre 2010 e 2016

Tumor Frequéncia %
1 8 17,4
2 18 39,1
3 17 37,0

4 3 6,5
Total 46 100,0

Tabela 2 - Estadiamento linfonodal referente a casuistica de pacientes
operados por CECs cutaneos de cabeca e pesco¢o entre

2010 e 2016
Metastase linfonodal (N) Frequéncia %
0 37 80,4
1 4 8,7
2 5 10,9
Total 46 100,0

A presenca de metastase linfonodal ocorreu em 9 (19,6%) pacientes,
enquanto a presenca de metastases a distancia ocorreu em 2 (4,3%) dos
pacientes, como demonstra a Tabela 2.

Dos 46 pacientes, 15 (32,6%) cursaram com recorréncia da doenca
enquanto 14 evoluiram para obito (30,4%) no periodo. Pacientes foram
seguidos por um periodo minimo de um més e maximo de 99 meses. A média
foi de 45,52 meses, a mediana foi 44,50 meses e o desvio padrao de 27,62
meses. Quando analisados os pacientes que evoluiram com recorréncia da

doenca, a média de tempo para o evento foi de 37,91 meses, com mediana
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de 33 meses e desvio padrao de 28,83 meses. A média de tempo para morte
foi de 30,07 meses, mediana de 30 meses e desvio padréo de 18,2 meses.
Ao serem avaliadas as expressdes e colocalizagcbes dos
imunorreceptores (immune checkpoints) nesta analise, os resultados foram
divididos em duas categorias:
- Expressao de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8" e suas colocaliza¢tes
em todo o tecido.
- Expressao de PD-1, PD-L1 e PD-L2 e suas colocalizagdes no
infiltrado inflamatoério tumoral habitado por CD8*.
As expressoes individuais dos imunorreceptores (immune checkpoints)
e suas colocaliza¢gdes tiveram como pontos de corte adotados os valores
acima de 1%, 20% e 50% de expressdo nas amostras. Nesses pontos de
referéncia, assim como no ponto de corte estabelecidos pela curva ROC, que
define o ponto de maior relevancia estatistica, calculou-se a significancia
estatistica (p), o risco relativo e o intervalo de confianga (IC95%) para oObito e
recorréncia em cada uma das variaveis, tanto no tecido total, quanto no

ambiente habitado por CD8*.
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5.1 Expresséo de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8" e suas colocalizagdes em
todo o tecido

Quando analisado o tecido inteiro, identificadas como células marcadas
pelo DAPI, trinta e sete amostras (80,4%) apresentavam expressao maior que
1% de PD-1. Somente dois (4,3%) pacientes, apresentavam expressao
superior a 20% e nenhum apresentou expressdo maior do que 50%. Trinta e
nove (84,8%) pacientes apresentaram expressao de PD-L1 em mais de 1%
das células, seis (13%) apresentaram expressao maior que 20% e apenas um
(2,2%) apresentou expressao superior a 50%. Obteve-se 22 (47,8%)
pacientes com expressao maior ou igual a 1% de PD-L2, dois (4,3%), com
expressao superior a 20% e nenhum com expressédo maior que 50%. Todas
as amostras apresentaram a expressao de CD8" e algum grau. Destas, 40
(87%) amostras mostraram expressao maior que 1%, duas (4,3%) mostraram
presenca de CD8" em mais de 20% da amostra e nenhuma delas mostrou
incidéncia maior que 50%.

Ao tentar estabelecer um padrao de colocalizacdo de expressao destes
imunorreceptores, encontramos a presenca de PD-1/PD-L1 em mais 1% das
células em 37 (80,4%) amostras. Em duas (4,3%), esta colocalizacéo
apareceu em mais de 20% das células e em nenhum paciente, ultrapassou
50%. Vinte e um pacientes (45,7%) tinham na sua amostra tumoral a presenca
de colocalizacdo entre PD-1/PD-L2 sendo expressa em mais de 1% das
células. Uma amostra (2,2%) apresentou essa expressdo em mais de 20%
das células e nenhumas delas em mais de 50% das mesmas. Na andlise de

colocalizacdo entre PD-L1/PD-L2, foi encontrada essa presenca em 22
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(47,8%) pacientes quando o niumero minimo exigido de expresséo era acima
de 1%. Apenas dois pacientes expressavam colocalizagdo quando acima de
20% das células eram coradas e nenhum paciente quando acima de 50%

(Grafico 2).

Grafico 2 - Porcentagem de amostras com  expressdo dos
imunorreceptores e suas colocalizagdes no tecido tumoral
de carcinomas escamocelulares cutaneos operados entre
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5.2 Expressao de PD-1, PD-L1 e PD-L2 e suas colocalizagbes no
infiltrado inflamatoério tumoral habitado por CD8”

Ao se analisar o ambiente tumoral das amostras povoadas somente
pelos linfécitos T citotoxicos (CD8*), foram encontrados dados diferentes.
Todas as amostras (100%) tinham, em seu subsitio corado pelo CD8*, a
expressdo de PD-1 em pelo menos 1% das células. Trinta e sete (80,4%)
amostras tinham mais de 20% das células expressando PD-1 e 22 (47,8)
amostras apresentavam expressdo em mais de 50% das células. A interacao
PD-1/PDL-1 neste ambiente acontece em 45 (97,8%) pacientes em mais de
1% das células das amostras estudas. Em 36 pacientes, essa colocalizacéo
de expressao aconteceu em mais de 20% das células e em 17 (37%) casos,
mais de 50% das células apresentavam esta caracteristica. Trinta e oito
(82,6%) amostras apresentaram colocalizacdo de PD-1/PD-L2 em mais de 1%
das células. Vinte (43,5%) laminas apresentam colocalizacdo em mais de 20%
das células e 10 (21,7%) a apresentaram em mais de 50% das células. Ao
avaliar a presenca simultanea de PD-1/PD-L1/PD-L2 neste microambiente, foi
encontrada em mais de 1% das células em 38 (82,6%) amostras. Dezenove
(41,3%) amostras mostraram essa expressdao em mais de 20% das células.
Nove (19,6%) amostras expressam simultaneamente em mais de 50% das

células (Grafico 3).
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Grafico 3- Porcentagem de amostras com expressao de PD-1, PD-L1 e
PD-L2 e suas colocalizagbes no infiltrado inflamatério
habitado pelo CD8+ observado em série de carcinomas
escamocelulares cutaneos operados entre 2010 e 2016
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Dos fatores prognésticos classicos, a variavel T4 (p = 0,068; RR =
6,241; IC95% entre 0,874 e 44,580), foi a que mais mostrou significancia
estatistica ao predizer chances de recidiva locorregional. Tanto a classificacéo
T4 (p =0,04; RR = 31,827; IC95% entre 3,009 e 336,588), quanto a presenca
de metéastase a distancia (p =0,039; RR =5,257; 1C95% entre 1,087 e 25,428),
foram as variaveis de maior impacto também para obito. Esses padrdes estédo
demonstrados nas curvas de Kaplan Mayer, representadas nos Graficos 4 a
6. As outras variaveis como idade, género, espessura, metastase linfonodal e
invasdo perineural ndo apresentaram relevancia estatistica na amostra, como

mostrados nas Tabelas 3 e 4.
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Grafico 4 - Curva de Kaplan Meyer: ocorréncia de recidiva tumoral de

Grafico 5

acordo com estadiamento T de série de carcinomas
escamocelulares cutaneos operados entre 2010 e 2016 (p =
0,068)
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Grafico 6 - Curva de Kaplan Meyer: ocorréncia de 6bito de acordo com
0 aparecimento de metastase a distancia durante
seguimento de série de carcinomas escamocelulares
cutaneos operados entre 2010 e 2016 (p = 0,039)
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicopatoldgicas classicas e relacdo com

risco de recidiva dos pacientes tratados com carcinoma
escamocelular cutaneo entre 2010 e 2016

Variavel Valor P e (Gl
inferior superior

T1 - - - -
T2 0,558 1,601 0,332 7,723
T3 0,926 0,923 0,168 5,054
T4 0,068 6,241 0,874 44,580
T (T3/T4) 0,864 0,914 0,325 2,570
NO - - - -
N1 0,711 1,328 0,296 5,944
N2 0,546 0,534 0,069 4,108
N (+) 0,853 0,887 0,250 3,146
M 0,032 5,144 1,146 23,082
Espessura (> 1,0) 0,330 0,604 0,219 1,667
Invasao Perineural 0,261 0,519 0,165 1,630
AGE (> 60) 0,199 2,658 0,958 11,803
SEX (M) 0,711 1,271 0,358 4,512
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicopatolégicas classicas e relagdo com
risco de Obito dos pacientes tratados com carcinoma
escamocelular cutaneo entre 2010 e 2016

Variavel Valor P RR iﬁgﬁ?r snIJC;:)ge?ior/%r
T1 - - - -
T2 0,540 1,957 0,228 16,770
T3 0,492 2,125 0,248 18,202
T4 0,004 31,827 3,009 336,588
T (T3/T4) 0,224 1,929 0,669 5,562
NO - - - -
N1 0,916 0,895 0,116 6,928
N2 0,583 0,564 0,073 4,352
N (+) 0,630 0,692 0,155 3,097
M 0,039 5,257 1,087 25,428
Espessura (> 1,0) 0,396 0,622 0,208 1,862
Invaséo Perineural 0,583 1,346 0,466 3,888
Idade (> 60) 0,252 2,409 0,536 10,835
Sexo (M) 0,634 0,754 0,236 2,412

Na tentativa de estabelecer uma conexao entre os imunorreceptores e
desfecho clinico dos pacientes, definidos como recidiva locorregional e morte,
aplicou-se o método de regressdo COX naqueles pontos de corte estabelecidos
como > 1%, > 20% e > 50%, assim como nos pontos de corte estabelecidos
pela curva ROC. O melhor ponto de corte foi calculado para todos os immune
checkpoints e suas colocalizacdes, tanto na amostra de tecido total, quanto nas
porcdes povoadas pelos linfécitos T citotdxicos (CD8™).

Ao definir chances de recidiva e sobrevida global, ndo foi encontrado
valor significativo (< 0,05) para nenhuma das variaveis. Variaveis mais
promissoras sédo PD-1 = 5,426% (p = 0,091; RR = 2,444; 1C95% entre 0,867
e 6,893) e a colocalizacdo PD-1/PD-L1 = 3,345% (p = 0,054; RR = 2,892;
IC95% entre 0,983 e 8,505) para todo o tecido e relacionadas ao risco para

recidiva, como definidas nas Tabelas 5 e 6, e ilustrados nos Gréficos 7 e 8.
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Tabela5- Risco de recidiva de acordo com expressao de
imunorreceptores e suas colocalizacdes no tecido total dos
pacientes tratados com carcinoma escamocelular cutaneo
entre 2010 e 2016

Velrel RR ilri‘(agf;:)/(; sluc|:09e5r(iygr
%PD-L1 (> 1,0) 0,360 2,580 0,339 19,627
%PD-L1 (> 20) 0,979 1,020 0,230 4,526
%PD-L1 (> 50) 0,671 0,048 0,000 61064,531
%PD-L1(= 11,955) R =SG 0,303 1,723 0,612 4,850
%PD-L2 (> 1,0) 0,865 1,092 0,396 3,016
%PD-L2 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035
%PD-L2 (> 50) - - - -
%PD-L2 (= 2,374) R=SG 0,481 1,442 0,521 3,989
%CD8 (> 1,0) 0,481 2,075 0,273 15,794
%CD8 (> 20) 0,792 1,314 0,172 10,010
%CD8 (> 50) - - - -
%CD8 (= 6,973) R 0,238 1,864 0,662 5,246
%CD8 (= 1,927) SG 0,663 1,393 0,314 6,181
%PD-1 (> 1,0) 0,686 1,360 0,307 6,030
%PD-1 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035
%PD-1 (> 50) - - - -
%PD-1 (2 5,426) R 0,091 2,444 0,867 6,893
%PD-1 (= 1,896) SG 0,359 2,007 0,453 8,898
%PD1 PD-L1 (> 1,0) 0,686 1,360 0,307 6,030
%PD1 PD-L1 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035
%PD1 PD-L1 (> 50) - - - -
%PD1 PD-L1 (2 3,345) R 0,054 2,892 0,983 8,505
%PD1 PD-L1 (2 9,080) SG 0,554 1,568 0,353 6,955
%PD1 PDL2 (> 1,0) 0,687 1,232 0,446 3,402
%PD1 PDL2 (> 20) 0,651 0,047 0,000 26322,715
%PD1 PDL2 (= 0,035) R 0,228 2,180 0,615 7,736
%PD1PDL2 (= 2,275) SG 0,377 1,594 0,566 4,491
%PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,865 1,092 0,396 3,016
%PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035
%PD-L1 PD-L2 (> 50) - - - -
%PD-L1 PD-L2 (20,066) R 0,735 1,196 0,425 3,362
%PD-L1 PD-L2 (= 0,054) SG 0,915 1,058 0,376 2,975

SG = ponto de corte na curva de ROC para 6bito; R = ponto de corte na curva de ROC
para recorréncia.
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Tabela6 - Risco de

6bito

de

acordo

com

expressédo de

Imunorreceptores e suas colocalizagbes no tecido total dos
pacientes tratados com carcinoma escamocelular cutaneo

entre 2010 e 2016

%PD-L1 (> 1,0)

%PD-L1 (> 20)

%PD-L1 (> 50)

%PD-L1 (211,955) R =SG
%PD-L2 (> 1,0)

%PD-L2 (> 20)

%PD-L2 (> 50)

%PD-L2 (= 0,083) R
%PD-L2 (= 2,374) SG
%CDS8 (> 1,0)

%CD8 (> 20)

%CD8 (> 50)

%CD8 (= 6,973) R

%CD8 (= 1,927) SG
%PD-1 (> 1,0)

%PD-1 (> 20)

%PD-1 (> 50)

%PD-1 (= 5,426) R
%PD-1 (= 1,896) SG
%PD1 PD-L1 (> 1,0)
%PD1 PD-L1 (> 20)
%PD1 PD-L1 (> 50)
%PD1 PD-L1 (= 3,345) R
%PD1 PD-L1 (= 9,080) SG
%PD1 PDL2 (> 1,0)
%PD1 PDL2 (> 20)
%PD1 PDL2 (> 50)
%PD1 PDL2 (2 0,035) R
%PD1 PDL2 (= 2,275) SG
%PD-L1 PD-L2 (> 1,0)
%PD-L1 PD-L2 (> 20)
%PD-L1 PD-L2 (> 50)
%PD-L1 PD-L2 (2 0,066) R

%PD-L1 PD-L2 (2 0,054) SG

Valor - P

0,823
0,359
0,736
0,128
0,783
0,985
0,596
0,316
0,642
0,934
0,460
0,299
0,849
0,985
0,637
0,431
0,849
0,985
0,476
0,199
0,990
0,469
0,648
0,292
0,783
0,985
0,596
0,422

RR

0,842
1,818
0,048
2,285
0,862
1,020
0,753
1,712
1,620
1,090
1,511
2,941
1,157
1,020
1,291
1,826
1,157
1,020
1,465
2,317
0,993
2,125
1,310
1,768
0,862
1,020
0,753
0,650

IC95%
inferior

0,187
0,506
0,000
0,788
0,302
0,132
0,264
0,598
0,212
0,142
0,505
0,384
0,258
0,132
0,447
0,408
0,258
0,132
0,512
0,642
0,348
0,276
0,410
0,612
0,302
0,132
0,264
0,228

IC95%

superior

3,793
6,527

2281585,345

6,626
2,466
7,859
2,149
4,900
12,399
8,383
4,520
22,522
5,183
7,859
3,728
8,167
5,183
7,859
4,193
8,358
2,838
16,364
4,183
5,109
2,466
7,859
2,149
1,859

SG = ponto de corte na curva de ROC para 6bito; R = ponto de corte na curva de ROC para

recorréncia.
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Grafico 7- Curva de Kaplan Meyer: expressdo de PD-1

Grafico 8

0,6

0,27

0,4

i

0,8

>

> 5,426%
(imunofluorescéncia) em série de carcinomas
escamocelulares cutaneos operados entre 2010 e 2016 e

ocorréncia de recidiva durante seguimento (p = 0,091)

%PD-1
—1=5.4%
=f =5 4%
—+— censored
censored

12 24 i6 48 60 72 84 96 108

Curva de Kaplan Meyer: expresséao de PD1/PD-L1 > 3,345%
(imunofluorescencia) em série de carcinomas
escamocelulares cutaneos operados entre 2010 e 2016 e
ocorréncia de recidiva durante seguimento (p = 0,054)

%PD1 PD-
L1

—1<<3,3%

—I1>/=3,3%
—+— censored
—t+—censored




RESULTADOS - 52

Ao se avaliar as regides tumorais povoadas por linfocitos, também néo
foi encontrada relevancia estatistica na relacdo com recidiva ou sobrevida
global. Os resultados mais promissores encontrados na tentativa de relacionar
expressdo dos imunorreceptores e suas colocalizagbes foram o PD-1 =
49,32% (p = 0,138; RR =1,040; IC95% entre 0,365 e 2,967) e a colocalizacao
PD-1/PD-L2 = 8,974% (p = 0,138; RR = 2,606; 1C95% entre 0,735 e 9,242)
para definir chances de recidiva. Todos os resultados relacionados as regides

habitadas pelos linfécitos citotoxicos estao ilustrados nas Tabelas 7 e 8.

Tabela7 - Risco de recidiva de acordo com expressdao de
imunorreceptores e suas colocalizagdes no infiltrado
inflamatoério habitado por CD8" dos pacientes tratados com
carcinoma escamocelular cuténeo entre 2010 e 2016

Valor-P RR e (LB
inferior  superior

%CD8 PD1(> 1) - - - -
%CD8 PD-1 (> 20) 0,720 1,313 0,296 5,821
%CD8 PD-1 (> 50) 0,138 2,253 0,770 6,595
%CD8 PD-1 (= 49,32) R 0,138 2,253 0,770 6,595
%CD8 PD-1 (= 9,890) SG 0,650 1,601 0,210 12,206
%CD8 PD-1 PD-L1 (> 1,0) 0,651 21,095 0,000 11713225,695
%CD8 PD-1 PD-L1 (> 20) 0,793 0,844 0,238 2,993
%CD8 PD-1 PD-L1 (> 50) 0,586 1,326 0,480 3,662
%CD8 PD-1 PD-L1 (= 43,816) R 0,207 1,998 0,682 5,848
%CD8 PD-1 PD-L1 (= 4,134) SG 0,728 0,768 0,173 3,413
%CD8 PD-1 PD-L2 (> 1,0) 0,340 2,684 0,353 20,421
%CD8 PD-1 PD-L2 (> 20) 0,935 1,043 0,378 2,880
%CD8 PD-1 PD-L2 (> 50) 0,776 0,832 0,235 2,953
%CD8 PD-1 PD-L2 (2 8,974) R 0,138 2,606 0,735 9,242
%CD8 PD-1 PD-L2 (= 0,137) SG 0,453 2,174 0,286 16,554
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,340 2,684 0,353 20,421
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,697 0,814 0,289 2,291
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 50) 0,966 0,973 0,274 3,452
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (29,271)R | 0,298 1,838 0,584 5,781
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (20,125) SG, 0,340 2,684 0,353 20,421

SG = ponto de corte na curva de ROC para 6bito; R = ponto de corte na curva de ROC para

recorréncia.
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Tabela8- Risco de O6bito de acordo com expressdo de
Imunorreceptores e suas colocalizagdes no infiltrado
inflamatoério habitado por CD8" dos pacientes tratados com
carcinoma escamocelular cutdneo entre 2010 e 2016

IC95% IC95%
inferior superior

%CD8 PD-1 (> 1,0) - - - -

Valor - P RR

%CD8 PD-1 (> 20) 0,862 1,143 0,255 5,120
%CD8 PD-1 (> 50) 0,941 1,040 0,365 2,967
%CD8 PD-1 (= 49,32) 0,941 1,040 0,365 2,967
%CD8 PD-1 (= 9,890) 0,369 24,690 0,023  27029,295
%CD8 PD-1 PD-L1 (> 1,0) 0,636 21,323 0,000 6890691,558
%CD8 PD-1 PD-L1 (> 20) 0,648 0,742 0,206 2,673
%CD8 PD-1 PD-L1 (> 50) 0,761 0844 0,282 2,523
%CD8 PD-1 PD-L1 (= 43,816) 0,850 0,904 0,317 2,580
%CD8 PD-1 PD-L1 (= 4,134) 0,525 1,935 0,253 14,809
%CD8 PD-1 PD-L2 (> 1,0) 0,402 2,387 0,312 18,275
%CD8 PD-1 PD-L2 (> 20) 0,787 1,155 0,405 3,300
%CD8 PD-1 PD-L2 (> 50) 0,770 0,826 0,229 2,978
%CD8 PD-1 PD-L2 (= 8,974) 0,946 1,038 0,347 3,102
%CD8 PD-1 PD-L2 (= 0,137) 0,346 25,131 0,031  20541,831
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,402 2,387 0,312 18,275
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,840 0,897 0,310 2,590
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 50) 0,907 0,926 0,256 3,355
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (29,271) 0,676 0,797 0,276 2,304
%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (20,125) 0,402 2,387 0,312 18,275

SG = ponto de corte na curva de ROC para 6bito; R = ponto de corte na curva de ROC para
recorréncia.
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Foi demonstrada que a expressdo de imunorreceptores nos
carcinomas de células escamosas de pele € alta, especialmente dentro do
microambiente inflamatério tumoral. Até onde se sabe, este € o primeiro
trabalho a quantificar a expresséo de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8", e a estudar
suas interacbes. As agéncias sanitarias dos EUA e do Brasil aprovaram
recentemente o uso do anti-PD-1, Cemiplimab, para CECs de pele avancados
considerados irressecaveis ou metastaticos®®°. No entanto, o papel da
interacdo entre o sistema imunoldgico e esses tumores ainda néo foi
totalmente elucidado.

A partir da descoberta dos receptores imunoldgicos conhecidos como
immune checkpoints em 1992 por Honjo et al.??, iniciou-se uma nova era no
entendimento da interacdo entre sistema imunolégico e as neoplasias
malignas. Seu efeito como um regulador autoimune sé conseguiu ser
demonstrado em 1999 pelo mesmo grupo’®. Ao mesmo tempo, a atividade do
PD-1 na génese de doencas autoimunes em laboratorio foi rapidamente
estabelecida por experimentos em animais. A deficiéncia de expresséao de PD-
1 pode levar a quadros semelhantes ao Lupus, a glomerulonefrites, a
miocardites e até mesmo ao diabetes mellitus do tipo | em ratos. Comecaram,
entdo, os estudos na tentativa de encontrar os ligantes do PD-1 e seus

mecanismos de funcionamento. Em 2000 e em 2001, foram descritos pelos
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grupos da Clinica Mayo e por um grupo de genética de Cambridge,
Massachusetts, os ligantes chamados PD-L1 (B7-H1) e PD-L2 (B7-DC)%.
Essas glicoproteinas foram relacionadas a uma conexdo com PD-1,
inativando a atividade linfocitaria. Algumas células neoplésicas tém a
capacidade de expressar na parede das suas células esses
sinalizadores?!:22.61.65,

E preciso lembrar que o PD-1 é expresso numa variedade grande de
células, dentre elas os linfocitos T, CD4* (helper) e CD8* (citotdxico). Sua
expressao pode ser induzida por interleucinas de cadeia y em comum, como
as IL-2, IL-7, IL-15 e IL-21, que s&o liberadas no microambiente inflamatorio.
A partir do momento em que o linfocito T é ativado, estes mecanismos de
mediacao da atividade imune estimulam a expressao do PD-1, com finalidade
de limitar a atividade inflamatodria. Essa expressao € feita principalmente por
meio de alguns fatores de transcricédo, cujo mais importante € o NFATcl. As
proteinas de transcricdo sao aquelas que se ligam ao DNA da célula, no gene
promotor, ativando a RNA polimerase, promovendo a transcricdo deste
geneb?,

Ja os PD-L1 e PD-L2, estdo expressos em varias células do sistema
hematopoiético ou ndo. O PD-L1 se expressa em células dendriticas,
linfécitos, macréfagos, células dos ossos, pancreas, baco, figado, olhos,
vasos, placenta, dentre outros. O PD-L2 esta expresso em células dendriticas
apresentadoras de antigenos, macrofagos, linfocitos e células da medula
0ssea. PD-L1 € mais expresso no cértex do Timo, enquanto o PD-L2 é mais

expresso na sua medula. Interleucinas com cadeia y em comum como IL-2,
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IL-7, IL-15 e IL21, assim como IL-4, IL-10 e IFN-y estimulam sua expressao.
Dentro dos linfécitos, a sinalizacdo do PD-1 inibe a atividade do CD28 e da
apresentacao de antigeno, sinais positivos que tiram o linfécito da fase GO e
estimulam sua progressao para fase G1 da divisao celular, inibindo a
proliferacdo celular, mas também diminuindo a atividade do linfécito em
guestdo. Ao falarmos da atividade do linfécito T CD8*, ha uma diminuicdo da
sua atividade citotéxica e liberacéo de interleucinas®4-5662,

Fica claro no presente estudo que houve uma deteccao importante de
CD8* e de todos os imunorreceptores. A relacédo entre eles parece ser muito
proxima e notadamente presente no ambiente inflamatorio habitado por CD8*.

Aparentemente, a expressao de PD-L1 é mais abundante do que a de
PD-L2, e a presenca deste esta relacionada com a presenca do primeiro, tanto
no tecido como um todo, quanto somente naquelas areas teciduais habitadas
pelo CD8*. Nota-se, ainda, uma rica relacado dos imunorreceptores da familia
B7, PD-L1 e PD-L2, com a presenca de PD-1.

Foi observada, também, a presenca do linfocito T citotoxico no tecido
em 100% dos pacientes em algum grau, juntamente com a expressao do PD-
1, confirmando a caracteristica inflamatdria deste tipo de neoplasia maligna e
definido um padréo de regulacéo da atividade inflamatéria.

O presente estudo confirmou os ultimos relatos disponiveis na literatura
gue serao discutidos a seguir, ou seja, que PD-1 e PD-L1 parecem ter um
papel na evolucéo das neoplasias malignas de pele em territorio de cabeca e
pescoco, embora ndo fosse possivel obter significancia estatistica,

possivelmente pelo tamanho da casuistica.
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As suspeitas de que havia algum mecanismo de bloqueio por parte das
células tumorais em relacdo ao sistema imune foram comprovadas no inicio
do século XXI. Em 2002, surgiram os primeiros trabalhos descrevendo
sucesso da atividade antitumoral ao se bloquear o PD-1 em ratos’. A partir
de 2006, apareceram o0s primeiros bloqueadores desta sinalizagédo
inibitéria®®®1. Nasceu a nova era do tratamento para neoplasias malignas na
histéria da humanidade, que passou pelo século dos cirurgides em meados
do século XIX, atravessando o século XX por meio do advento da radioterapia
e das drogas citotoxicas, entrando agora, entdo, na era dos anticorpos
bloqueadores dos immune checkpoints neste século.

Nos ultimos anos, as terapias-alvo que visam intervir na relagéo cancer-
sistema imune tém ganhado for¢a. Estudos clinicos e de laboratdrio ganharam
importancia na projecao de melhores desfechos em pacientes com varios
tipos de neoplasias malignas por meio do bloqueio dos varios
imunorreceptores.

Muitos tumores solidos tém expressdo aumentada de PDL-1. Esta
expressao esta associada a superexpressao de linfocitos citotdxicos exaustos
dentro do microambiente tumoral e, portanto, a uma menor resposta imune no
combate a estas neoplasias malignas. Alguns tumores podem ja expressar
PD-L1 de forma inata como uma forma de resisténcia, outros podem
necessitar uma cadeia inflamatoria para serem ativados e entdo passarem a
expressar esses ligantes. Novos estudos tém mostrado a presenca de PD-L2
em algumas células B, inclusive na Doenc¢a de Hodgkin, mas o papel do PD-

L2 na interacdo tumor e hospedeiro ndo é totalmente compreendida. Algumas
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drogas bloqueadoras de PD-1 influenciaram a sobrevida global e o controle
da doenca tumoral, mesmo sem expressao demonstravel de PD-L1. A
resposta poderia estar na expressao de PD-L2 (B7-DC), também ligante de
PD-123'55‘ 56_

As expressoes de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8" tém sido avaliadas,
ndo s6 na amostra tumoral (biépsia ou peca cirargica), mas também nas
células do sangue periférico. O percentual de presenca desses marcadores
e também sua localizacdo no microambiente tumoral podem ndo somente
predizer resposta aos agentes bloqueadores, como também estabelecer
prognostico e predisposicdo a algumas caracteristicas clinicas como
crescimento locorregional, metastases linfonodais, e metastase a distancia.
No entanto, os resultados dos trabalhos que tentaram correlacionar as
expressdes do imunorreceptores com a evolucdo e prognostico ainda sao
conflitantes53-56.61.71-73,

Mesmo em tumores onde o uso de drogas que bloqueiam a interacao
entre imunorreceptores ja esta em uso clinico ha mais tempo e com resultados
mais bem estabelecidos, como melanoma maligno e neoplasias de pulméao
ndo-pequenas ceélulas, o grau e localizacdo da expressdao dos
imunorreceptores, a presenca de infiltrado inflamat6rio tumoral, e suas
relacdes, ainda falham em predizer comportamento clinico e grau de resposta
aos blogueadores na sua totalidade. Varios trabalhos jA com casuisticas
grandes, agrupando pacientes segundo subtipo tumoral, ou simplesmente
pelo fato de serem sélidos, tentaram estabelecer relagdes progndsticas.

Exemplo € uma metanélise com mais de 3200 pacientes que foram avaliados
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segundo a presenca de expressao de PD-L2 em tumores sélidos de vérios
tipos e de varias origens embriolégicas?®. Embora nédo tenha havido relagdo
com caracteristicas clinicopatoldégicas como espessura, invasao perineural,
invasao vascular, metastase linfonodal ou a distancia, grau de diferenciacéo,
sexo ou idade, pareceu haver relacdo entre expressao de PD-L2 e sobrevida
global e também com sobrevida livre de doenga323:51,54-56,59,62,63,68,72,74-76

Na abordagem dos carcinomas escamocelulares de territério de
cabeca e pescoco, hd como nos CECs de pele, abundante infiltrado
inflamatorio, notadamente CD8*, assim como a presenca de PD-1 e PD-L1,
principalmente nos tumores originados pelo HPV16. Por isso, ha interesse no
entendimento do mecanismo de mediacdo imune em resposta a presenca
tumoral. Tem-se tentado quantificar as expressdes desses imunorreceptores,
assim como estabelecer uma relacdo entre eles e os tipos de células
inflamatorias presentes no microambiente tumoral. Uma outra grande
metanalise mostrou, como valor de referéncia mais analisado, a expresséao de
PD-L1 acima de 5% e uma média de positividade de 42% das amostras>463.64,
A expresséao de PD-L1 foi obtida tanto das células tumorais quanto do infiltrado
linfocitario, muitas vezes em ambos, dependendo do estudo em questdo. A
expressdo de PD-L1 e a densidade de CD8* nesta metanalise ndo influiram
na sobrevida global e nas taxas de recidiva para os tumores de territério de
cabeca e pescoco. Os autores sugeriram a discriminacdo dos tumores entre
aqueles com infiltrado linfocitario com CD8* presente e aqueles com CD8*
ausente. O primeiro grupo teria uma evolugédo mais favoravel, expressando ou

ndo PD-1 e PD-L1. A auséncia da expressao desses sinalizadores com melhor
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prognéstico leva-nos a pensar em uma segunda rota de interacdo imune. O
segundo grupo, com CD8* escassos no microambiente teria pior prognadstico,
podendo ser ainda pior com expressao intrinseca de PD-L1. A agéncia de
regulamentacao de drogas no EUA, autorizou o uso de bloqueadores anti-PD-
1 em pacientes com carcinomas de células escamosas de mucosa de territério
de cabeca e pescoco com expressao de PD-L1 e falha no tratamento clinico
de primeira linha>3-56.63.64.77-79,

Até 0 momento, ha poucos estudos que avaliaram a relevancia da
presenca de PD-L1 e PD-L2 em pacientes com carcinomas escamocelulares
de pele de alto risco, ndo s6 em territorio de cabeca e pescoco, mas em
qgualquer topografia. Nao foi encontrado (até o momento) qualquer artigo
tentando detectar a presenca de PD-L1, PD-L2, PD-1 e CD8* e sua
localizac&o simultdanea em pacientes com estes tumores.

Um trabalho encontrou a presenca de PD-1 e PD-L2 no microambiente
tumoral de 38 casos, com maior expressao notadamente em pacientes com
tumores invasivos e naqueles com invasao perineural. Este mesmo trabalho
mostrou resposta completa com uso de anti-PD-1 em um paciente cuja leséo
apresentava invasao 6ssea (T4), e estava em seguimento sem indicios de
recidiva apés 11 meses de tratamento®.

Um outro estudo desenvolvido na Austrdlia, com 74 pacientes,
encontrou expressao de PD-L1 em mais de 1% das células em 52,7% das
amostras, sendo que se obteve expressdo de PD-L1 em mais de 5% em
39,2% dos pacientes. Setenta e sete por cento das amostras tinham infiltrado

linfocitario presente. Destes, 93% expressavam PD-L1, e em 70,2%, a
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expressao acontecia em mais de 5% dessas células. Este estudo encontrou
melhor progndstico naqueles que expressavam PD-L174. Este achado pode
ser explicado ao se associar a expressao deste sinalizador com um fendtipo
inflamatdrio, muito comum nos CECs de pele, inclusive na nossa amostra, que
continha linfécitos CD8* em todos os casos. Apesar das expressdes de PD-
L1 e PD-1 ja terem sido relacionadas com uma evolucdo desfavoravel,
também ha trabalhos na literatura mostrando um desfecho melhor, como nos
tumores de Merkel, mama e até mesmo em carcinomas de células escamosas
de mucosa de cabeca e pescogo8364.74,

Garcia-Pedrero et al.”? estudaram a expressédo de PD-L1 nas células
dos tumores com carcinoma escamocelular de pele avancados, encontrando
sua presenca em 41% dos pacientes estudados, e uma relacdo entre a
expressdo de PD-L1 e chance de metastase linfonodal quando essa
expressdo se encontra em mais de 25% das células do microambiente
tumoral.

Schaper et al.8% aplicaram um ponto de corte de = 1% para expresséo
de PD-L1. Dos 75 pacientes, 26% foram positivos no tumor e 60% nos
infiltrado inflamatdrio linfocitario (TILs). Utilizando um ponto de corte = 5%,
10% dos tumores e 43% dos TILs foram positivos para PD-L1. A gravidade da
inflamacdo (classificada como ausente, leve, moderada e grave) foi
correlacionada positivamente com a expressao de PD-L1 no tumor e nos TILs.
Além disso, a expressdo de PD-L1 nas células tumorais foi associada a
presenca de células CD8" no microambiente. Outros parametros

clinicopatoldgicos, incluindo sexo, idade, tamanho do tumor, classificacdo do
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tumor ou o risco de desenvolver metastases, ndo se correlacionaram com a
expressao de PD-L1 no tumor primério. Este padréo alto de expresséo de PD-
L1 em areas expostas a radiacdo UV é muito semelhante ao encontrado no
presente estudo.

Um outro estudo recente de fase 2, com 78 pacientes utilizou a
expressao de PD-L1 com faixas de expressdo nas células tumorais divididas
em menor que 1%, maior ou igual a 1%, entre 1 e 5%, maior ou igual a 5%,
entre 5% e 50% e maior ou igual a 50%, nao conseguiu estabelecer uma faixa
de expressao deste imunorreceptor capaz de predizer resposta a uma droga
anti-PD-1.

As diferentes técnicas de avaliar a expressao de PD-1, PD-L1 e PD-L2,
seja pela localizacdo da expresséo desses sinalizadores (parede celular ou
citoplasma), da forma de leitura (manual ou automatica) e até mesmo por
diferentes técnicas de imunofluorescéncia, trazem diferentes resultados na
literatura e provocam dificuldades em estabelecer a presenca da expresséo,
0 grau de expressao e sua relagcdo com prognostico, desfecho e resposta as
novas drogas. O proprio ponto de corte para definir positividade varia
bastante, tanto para PD-1, quanto para PD-L1 e PD-L2, utilizando desde
gualquer positividade, passando por valores que variam por 1%, 5%, 10%,
15%, 20%, 25% ou até mesmo 509%3°-55:56.61,68,71-73,75,81-83

Na tentativa de entender a interacdo entre as neoplasias malighas e os
linfécitos do microambiente tumoral, Howitt et al.®* estudaram a expresséo de
antigenos pelas células tumorais de neoplasias de endomeétrio.

Aparentemente, o numero de antigenos reconhecidos pelo sistema imune
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estava diretamente relacionado com a presenca de linfocitos CD3* e CD8* no
microambiente tumoral, assim como a expressdo de PD-1 e PD-L1 neste
mesmo ambiente, podendo ainda predizer a resposta aos bloqueadores de
PD-1 e PD-L1.

Ainda falta muito para se compreender as rotas de interacéo entre o
sistema imune e as neoplasias malignas. A expressdo desses
imunorreceptores na tentativa de predizer desfecho ainda é inconclusiva, mas
sua importancia parece muito bem estabelecida, inclusive nas neoplasias de
pele. No presente estudo, contribuiu-se para oferecer mais subsidios para
estudos clinicos mais amplos com drogas bloqueadoras desta relacdo entre o
sistema imune e as neoplasias malignas, principalmente naqueles pacientes
onde os todos os tratamentos disponiveis falharam.

Mais estudos sao necessarios na tentativa de estabelecer uma relacao
entre esses sinalizadores e o0 desfecho dos pacientes, mas parece
inquestionavel que esse mecanismo de sinalizagcdo esta presente nos
carcinomas de células escamosas de pele de alto risco em territério de cabeca

e pescoco.
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Foi encontrada a presenca de abundante inflamacdo junto as
neoplasias avancadas de pele, com ampla expressdo de CD8+ em todas as
amostras e sempre acompanhadas pela expresséao de PD-1.

A presenca simultdnea de PD-L1 e PD-L2 foi também abundante.
Parece clara a relacdo destes imunorreceptores junto a presenca de PD-1.

N&ao foi possivel estabelecer uma relacdo entre expressédo de
imunorreceptores e/ou suas colocalizagdes e os desfechos clinicos definidos

como recidiva ou sobrevida global.
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Anexo A - Parecer da Comissdo Nacional de ética em Pesquisa

COMISSAO NACIONALDE £~ Plabaforma
ETICA EM PESQUISA %@ﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO DE PDL-1 E PDL-2 EM CARCINOMAS EPIDERMOIDES DE PELE
LOCALMENTE AVANCADOS EM TERRITORIO DE CABECA E PESCOCO

Pesquisador: André Bandiera de Oliveira Santos

Area Temiatica: Pesquisas com coordenagéo e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Governo Brasileiro;

Verséo: 3

CAAE: 55131416.0.0000.0065

Instituigdo Proponente: FUNDACAO FACULDADE DE MEDICINA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.635.269

Apresentagao do Projeto:

O protocolo foi enquadrado como pertencente & Area Tematica “Pesquisas com coordenagdo e/ou
patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas com copatrocinio do Governo Brasileiro;”. No
documento intitulado "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_677749" postado em 24/06/2016, no
item introducgdo, |é-se: O Carcinoma espinocelular (CEC) ou Carcinoma Epiderméide cutaneo € uma
neoplasia maligna originada pela multiplicagdo e crescimento descontrolado de células escamosas que
compdem as por¢des mais superficiais da epiderme.1 A sua etiologia esta ligada a exposicdo prolongada
aos raios ultra-violetas, mas ndo exclusivamente. Ha relagdo com cicatrizes, queimaduras, uso de drogas
imunossupressoras, agentes quimicos e radia¢édo. O tumor acomete primordialmente homens acima dos 50
anos, caucasianos e com histéria de longa exposi¢do solar.

Objetivo da Pesquisa:
Observagdo da imunoexpresséo de anti pd-1 e anti pd2 em espécimes cirdrgicos

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude

Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br
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COMISSAO NACIONALDE £~ Plabaforma
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Continuagdo do Parecer: 1.635.269

Avaliag@o dos Riscos e Beneficios:
Contetido ndo analisado pela CONEP.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um de pesquisa apresentada a Disciplina de Cirurgia de Cabeca e Pescogo, Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Tem como pesquisador responsavel: André Bandiera De Oliveira Santos.

O principal objetivo do estudo é de quantificar a expresséo dos antigenos PD-L1 e PD-L2, através de
andlise imuno-histoquimica, nas células tumorais dos carcinomas epidermoéides cutdneos (CECs)
avangados em territério de cabeca e pescoco.

Inicialmente serdo selecionados casos de tumores operados no servigo de cirurgia de Cabecga e Pescogo do
Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo (Icesp). Serdo considerados casos avancados de CECs em
pacientes de estagio T3 e T4, com linfonodos acometidos (N1) ou com metastases a distancia (M1). As
amostras biolégicas serdo doadas em blocos de parafinas pela mesma instituicdo e essas serdo submetidas
a exames de imuno-histoquimica com anti-corpos monoclonais anti-PD-L1 e anti-PD-12. Uma vez que trata-
se da coleta de material anatomo patolégico de pacientes previamente operados, o pesquisador principal
propde dispensa de TCLE.

De acordo com o apresentado pelo pesquisador no documento intitulado "projeto1_2_2_ docx", o
financiamento da pesquisa € préprio: "Por se tratar de um estudo de baixo custo, com pesquisa direta de
banco de dados, todos os custos financeiros sédo de responsabilidade do pesquisador". Visto que ndo
havera nenhum tipo de coordenacgéo, patrocinio estrangeiro e copatrocinio Brasileiro, o estudo em questdo
ndo se enquadra na area tematica de "Pesquisas com coordenagéo e/ou patrocinio originados fora do
Brasil, excetuadas aquelas com copatrocinio do Governo Brasileiro;".

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Na&o se aplica.

Recomendagoes:
1. Quanto ao documento intitulado "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_677749":

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude

Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878 E-mall: conep@saude.gov.br
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Continuagdo do Parecer: 1.635.269

1.1. O cronograma n&o est4 adequado, pois informa que o estudo ja teve inicio. Solicita-se esclarecimento
e, caso necessario, adequacédo do cronograma com relagdo & data de inicio do estudo, dado que ele ainda
se encontra em analise no sistema CONEP/CEP até a presente data (Norma Operacional 001/2013 item
3.3.f)

1.2. O Orgamento financeiro apresentado néo esta de acordo com o solicitado pela Norma Operacional CNS
001/2013 item 3.3.e. O Sistema CEP/CONEP n&o admite a existéncia de pesquisas com "custo zero". Ainda
que o pesquisador entenda que ndo serdo necessarios recursos para aquisi¢do de materiais, compra de
equipamentos e outros gastos, o pesquisador tera que fazer uso de horas do trabalho pagas pela instituicdo
onde possui vinculo, utilizagdo de computador, servigos de arquivologia, entre outros que geram gastos,
ainda que minimos. Solicita-se que seja apresentado orgamento financeiro detalhado, que especifique todos
os recursos, fontes e destinagéo, em especial os custos operacionais (recursos humanos e materiais), bem
como qual € a fonte financiadora. Solicita-se adequacgéo.

2. Solicita-se apresentar os curriculos dos pesquisadores do estudo, comprovando-se a qualificagédo deles
(Resolugdo CNS 466/2012 itens I11.2.h)

3. N&o foi anexada a declaragéo de infraestrutura da instituicdo para o desenvolvimento da pesquisa e a
descri¢do das condigdes para realizagdo do protocolo em questdo. Solicita-se a apresentacdo da
documentagéo.

4. No documento intitulado "FR_assinada", o campo Patrocinador Principal ndo esta preenchido. Conforme
Norma Operacional CNS 001/2013 item 3.3.a): "todos os campos devem ser preenchidos, datados e
assinados, com identificacédo dos signatarios. As informagoes prestadas devem ser compativeis com as do
protocolo." Neste caso, solicita-se completar a Folha de Rosto com o preenchimento dos termos e
assinatura do Patrocinador Principal, sendo este toda pessoa fisica ou juridica, publica ou privada, que
apoia a pesquisa mediante agdes de financiamento, infraestrutura, recursos humanos ou apoio institucional.
Caso se trate de uma agéncia de fomento, a assinatura dos responsaveis pelos 6rgdos nacionais de
fomento & pesquisa ndo é necessaria, entretanto € necessario o preenchimento adequado das informagdes.
Solicita-se adequagé&o.
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Continuagdo do Parecer: 1.635.269

5. Solicitam-se maiores informagdes quanto a participagdo da Universidade de Harvard no estudo em
questdo. Caso sejam enviadas ao exterior [aminas de tumores provenientes de pacientes atendidos no
Icesp, solicita-se a apresentacdo da documentacdo de aprovagdo e concordancia por parte da instituicéo
fornecedora das laminas para o envio dessas a Universidade de Harvard.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Diante do exposto, a CONEP entende que o protocolo de pesquisa hdo se enquadra na Area Tematica
"Pesquisas com coordenagdo e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas com
copatrocinio do Governo Brasileiro;" (considerando as informagdes do item 1X.4 da Resolugdo CNS n°
466/2012), ndo cabendo a sua andlise ética 8 CONEP, mas somente ao CEP.

Consideragdes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep - delibera pela devolugdo do
protocolo de pesquisa ao Comité de Etica em Pesquisa - CEP, por ndo se enquadrar em nenhuma das
areas tematicas descritas no item |X.4 da Resolugdo CNS n°® 466 de 2012.

Portanto, esta comissdo delibera por devolver o protocolo em questdo, solicitando a esse

Comité que acompanhe o atendimento as questdes acima e informando que apés analise e aprovagdo do
CEP o estudo pode ser iniciado.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 24/06/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 677749 pdf 10:08:05
Qutros Memo_Pesquisa ICESP.docx 24/06/2016 | André Bandiera de Aceito

10:07:22 | Oliveira Santos
Declaracdo de Anexo_|l.doc 24/06/2016 | André Bandiera de Aceito
Pesquisadores 10:06:18 | Oliveira Santos
Declaracéo de Carta_Harvard.docx 24/06/2016 | André Bandiera de Aceito
Pesquisadores 10:03:52 | Oliveira Santos
Projeto Detalhado / | projetol_2 2 docx.docx 24/06/2016 | André Bandiera de Aceito
Brochura 10:03:43 |Oliveira Santos
| Investigador
Outros MM_0471_2016_Resp_Parecer CEP_1| 12/05/2016 |André Bandiera de Aceito
517258 pdf 16:19:32 | Oliveira Santos
Declaracéo de Carta_Harvard.pdf 07/04/2016 |André Bandiera de Aceito
Pesquisadores 15:10:22 | Oliveira Santos
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Declaragéo de Dispensa_TCLE pdf 07/04/2016 |André Bandiera de Aceito

Pesquisadores 15:09:42 | Oliveira Santos

Declaracéo de Dispensa_TCLE.doc 07/04/2016 |André Bandiera de Aceito

Pesquisadores 15:09:06 | Oliveira Santos

Qutros Anexo_ll.pdf 07/04/2016 | André Bandiera de Aceito
15:07:35 | Oliveira Santos

Outros Aprovacao_NP .pdf 07/04/2016 | André Bandiera de Aceito
15:07:17 | Oliveira Santos

Projeto Detalhado / | projeto1_2.docx 07/04/2016 |André Bandiera de Aceito

Brochura 15:03:47 |Oliveira Santos

Investigador

Folha de Rosto FR_assinada.pdf 07/04/2016 | André Bandiera de Aceito
15:02:15 | Oliveira Santos

Situagéo do Parecer:
Devolvido com Recom

endagdo

BRASILIA, 13 de Julho de 2016

Assinado por:
Gabriela Marodin
(Coordenador)
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Apéndice A - Tumor segundo a American Joint Committee on Cancer

X PRIMARIO NAO PODE SER ACESSADO.

TIS ‘ Carcinoma in situ.

T1 Tumor menor do que 2,0cm no maior eixo.

T2 ‘ Tumor igual ou maior que 2,0cm e menor que 4,0cm.

T3 Tumor maior que 4,0cm, ou invasao perineural ou invasdo éssea

minima ou invasdo com mais de 6mm de espessura/ultrapassa derme.
T4 ‘ Invasao 6ssea ou de base de cranio.

T4A Tumor invade grosseiramente 0 0Sso.

T4B ‘ Tumor invade a base de cranio ou foramens.

American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging Classification for Cutaneous

Sqguamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cSCC). 8" ed. Berlin: Springer; 2017.
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Apéndice B - Linfonodos regionais segundo a American Joint

Committee on Cancer

NX

NO

N1
N2A
N2B
N2C
N3A

N3B

LINFONODOS REGIONAIS NAO PODEM SER ACESSADOS.
Auséncia de linfonodos.

Linfonodo menor ou igual a 3,0cm no maior eixo.

Linfonodo ipsilateral maior que 3,0cm e menor/igual a 6,0cm ou
menor/igual a 3,0cm com EEC.

Linfonodos multiplos ipsilaterais de até 6,0 sem EEC.
Metastases bilaterais ou contralaterais de até 6,0cm sem EEC.

Metastase em linfonodo maior que 6,0cm, Auséncia de EEC.

Metastase em multiplos linfonodos com EEC ou linfonodo Unico maior
que 6,0cm com EEC ou linfonodo contralateral EEC

American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging Classification for Cutaneous

Sqguamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cSCC). 8" ed. Berlin: Springer; 2017.
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Apéndice C - Estadiamento segundo a American Joint Committee on

Cancer
EO TISNOMO.
El T1INOMO.
Ell T2NOMO.
Elll T2N1MO, T3NOMO, T2N1MO, T3N1MO.
T3N1MO, TAN1IMO, T3N2MO, QUALQUER T, N3, QUALQUER M,
ElV T4, QUALQUER N, QUALQUER M, QUALQUER T, QUALQUER
N, M1.

American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging Classification for Cutaneous

Sqguamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cSCC). 8" ed. Berlin: Springer; 2017.



