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INTRODUCCION

“Caminando en linea recta no puede uno llegar
muy lejos.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943



INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma escamoso cutaneo (CEC) es el segundo cancer cutaneo no melanoma
(CCNM) mas frecuente, tras el carcinoma basocelular (CBC). Segun un reciente meta-
analisis ' la tasa de incidencia global de CEC en Espafia es de 38,16 (IC 95% 29,82-
46,49)/100.000 personas-afio y estda en aumento debido a factores como el
envejecimiento de la poblacion, la practica de actividades al aire libre y un niumero

creciente de pacientes inmunosuprimidos iatrogénicamente por medicacion.

Figura 1: Imagen de un carcinoma escamoso en la mejilla.

2. FACTORES DE RIESGO

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de CEC son la exposicion a
determinados factores ambientales, especialmente a la radiacién ultravioleta (RUV), la
inmunosupresion, la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) y determinados
sindromes genéticos que predisponen a la aparicion de CEC y favorecen un

comportamiento metastatico.



2.1 La radiacion ultravioleta y otros factores ambientales

La RUV se ha clasificado como un carcindgeno clase | por la Agencia Internacional de
Investigacion en Cancer (IARC) ya que es capaz de iniciar, promover y favorecer la
progresion del CEC. Induce mutaciones en genes supresores de tumores y en
oncogenes, mediante la formacion de dimeros de pirimidina®®. Los pacientes con mayor
riesgo de desarrollar CEC son aquellos con fototipos bajos y con mucha radiacion solar

acumulada.

Los queratinocitos son capaces de reparar el dafio producido por la RUV gracias a la
activacion de la sintesis de la proteina p53 que induce la apoptosis de los queratinocitos
con el DNA dafiado®. Si la expresién de p53 se ve alterada, bien por silenciacién o por
mutacion, se pierde este control del ciclo celular y los queratinocitos con el DNA
modificado proliferan de forma descontrolada dando lugar a lesiones precancerosas y a

CCNM’.

La RUV-B tiene un papel fundamental en el inicio del proceso de carcinogénesis,
mientras que la RUV-A estaria mas implicada en la promocién y progresién tumoral ya
que inhibe la reparacion del ADN y, mediante la induccién de metaloproteinasas,

aumentaria la agresividad del tumor®.

Otros factores ambientales que pueden inducir el desarrollo de CEC son las radiaciones
ionizantes’, el arsénico®, presente en pesticidas, y la exposicidon a hidrocarburos

aromaticos policiclicos®.

Algunos tratamientos farmacoldgicos pueden aumentar la fotosensibilidad cutanea y de
esta manera favorecer la aparicién de CEC, como el voriconazol, antifingico empleado

para tratar infecciones fingicas invasivas'®"".
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2.2. Inmunosupresion acientes trasplantados de 6érgano sdlido (TOS

Los pacientes trasplantados de 6rgano sdlido (TOS) tienen de 65 a 250 veces mas
riesgo de desarrollar CEC que la poblacién general, y los CEC en estos pacientes
presentan una peor diferenciacién histolégica y mayor agresividad'?, asi como una tasa
de mortalidad superior a la de la poblacién no trasplantada, llegando a ser dicha tasa de

hasta 4.9/100.000 pacientes.

Algunos de los factores de riesgo para el desarrollo de CCNM en pacientes TOS
identificados son el sexo masculino y una edad de mas de 50 afios. La mayoria de los
CEC se desarrollaron a los 6 afios del trasplante y se localizaban en cabeza y cuello.
Los pacientes que habian recibido trasplante hepatico desarrollaron menos CCNM

debido a una menor necesidad de tratamiento inmunosupresor™.

Otro factor de riesgo reconocido es la duracion del tratamiento inmunosupresor y el tipo
de farmaco empleado. En 2012 se publicé el estudio TUMORAPA en el que se observé
que la sustitucion del tratamiento con inhibidores de la calcineurina por sirolimus,
después de haber desarrollado el primer CEC post-trasplante, alargaba el tiempo libre

hasta desarrollar el segundo CEC™.

2.3. La infeccidn por el virus del papiloma humano (VPH

El virus del papiloma humano (VPH) son grupos diversos de virus ADN que pertenecen
a cinco de 18 géneros de la familia Papillomaviridae: alfa, beta, gamma, muy nu'® y que
replican especificamente en el nucleo de las células epiteliales escamosas. La IARC
considera que existen dos tipos de VPH: los de alto y los de bajo riesgo oncoldgico. El
papel patogénico del VPH de alto riesgo que afecta a mucosas, como el VPH16, se ha
demostrado en carcinomas escamosos de cérvix'’ asi como en carcinomas

anogenitales y de orofaringe.



Se ha demostrado que los CEC localizados en pene con infeccién por VPH tienen mejor
prondstico’®. Aunque se desconocen los mecanismos moleculares, es posible que la
sobreexpresion de p16 que se observa en los CEC en los que se detecta VPH sea
responsable de la inhibicién de la division celular, la linfangiogénesis y las metastasis

linfaticas en los dichos tumores.

El papel de los 5-VPH, como el VPH5 y 8, en CEC es controvertido, con estudios a favor
de su implicacion en la patogenia’® y otros en los que no se encuentra asociacion entre

los /-VPH y la progresion metastasica del CECZ.

2.4. Sindromes genéticos que predisponen a CCNM

Existen diferentes sindromes genéticos que predisponen a CCNM. Estos sindromes se
caracterizan por alteraciones genéticas que afectan los mecanismos de reparacion de
ADN (xeroderma pigmentosum), la produccién de melanina (albinismo) o insuficiencias

de la médula ésea (anemia de Fanconi), entre otros?’.

Los pacientes afectos de epidermdlisis bullosa (EB), que presentan una fragilidad
cutanea aumentada, tienen un riesgo mayor de desarrollar CEC; en especial, las formas
distréficas recesivas (EBDR) y junturales?*?®, de hecho, la causa mas frecuente de

muerte en adultos afectos de EBDR era el CEC metastasico®.

3. CLINICA DEL CARCINOMA ESCAMOSO CUTANEO

La queratosis actinica (QA) es la lesion precursora mas frecuente del CEC. Se presenta
como una macula o papula eritematosa con una escamo-costra en su superficie,

generalmente en zonas de piel fotoexpuesta de pacientes con fototipos bajos.
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El diagndstico de la QA es clinico. Se ha sugerido una escala para evaluar la gravedad

clinica de cada lesi6n®: Grado | o leve: lesiones ligeramente palpables (casi

imperceptibles visualmente); grado Il 0o moderada: lesiones mas gruesas que se palpan

y se ven con facilidad y grado |ll o severa: lesiones gruesas e hiperqueratdsicas.

Figura 2: Queratosis actinicas grado Ill en hélix de la oreja de un paciente de edad avanzada

Desde el punto de vista histolégico, las lesiones se caracterizan por la presencia de
queratinocitos con nucleos atipicos, grandes, irregulares e hipercromaticos en la capa

basal de la epidermis interfolicular que presentan un crecimiento desorganizado.

La clasificacion histologica de las lesiones se realiza en funcidon del porcentaje de
queratinocitos displasicos respecto el espesor total de la epidermis®: KIN | (del inglés
“keratinocyte intraepithelial neoplasia’; neoplasia intraepitelial queratinocitica) o QA

grado | cuando sélo afectan al tercio basal y no hay afectacion del epitelio folicular; KIN

II: existe afectacion de los dos tercios basales y KIN Il o CEC in situ: existe afectacion

del espesor de la epidermis.

Las tasas de regresion de las QA son variables segun los estudios publicados, oscilando

desde un 21% 2" hasta un 76% 2.

13



Las dos vias descritas para la transformacion de una QA en CEC son:

-Via clasica: La transformacién se produce mediante la desdiferenciacion completa de

la epidermis, es decir, por el paso secuencial desde KIN | hacia KIN lll.

-Via diferenciada: EI CEC se origina a partir de los queratinocitos atipicos del tercio

basal de la epidermis, estando respetados los otros 2/3, es decir, CEC originados a partir
de lesiones de bajo grado o KIN I. Fernandez-Figueras y colaboradores han demostrado
que el desarrollo de CEC a partir de QA grado | no es infrecuente y conduciria a CEC
mas agresivos®® debido a la induccién de la expresién de proteinas implicadas en la

transicion epitelio-mesénquima (TEM)®.

A pesar de que se ha propuesto que la extensién de los queratinocitos atipicos al epitelio
folicular puede estar asociado con un riesgo mayor de desarrollo de CEC como en el
caso de las QA proliferativas®, clinicamente es imposible predecir la progresién de una
determinada QA hacia CEC, por lo que se recomienda el tratamiento de estas lesiones

y del campo de cancerizacion®.

De forma similar, los factores que favorecen la transformacion a CEC con elevado poder
invasivo y metastasico o a carcinoma escamoso cutaneo de alto riesgo (CECAR)
todavia son desconocidos, por lo que la prediccién de una posible evoluciéon metastatica

del CEC es igualmente dificil de establecer®.

4. ESTADIFICACION

Se han descrito diferentes sistemas de clasificacion que ayudan a predecir el riesgo
metastasico pero los mas empleados son la clasificacion de la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) y la escala de Brigham and Women’s Hospital (BWH)
(Tabla 1).
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La AJCC ha publicado recientemente la nueva clasificaciéon AJCC8** pero sélo para
CEC localizados en cabeza y cuello. Los tumores con un didmetro >4cm, erosion dsea
minima, invasion perineural de nervios grandes o subdérmicos y la profundidad tumoral
>6mm pasan a ser un estadio T3. La diferenciacion no se incluye en la clasificacion
AJCC8 y ponen de manifiesto la necesidad de homogeneizar su definicion para que sea

reproducible y se incluya en futuras clasificaciones.

Roscher y colaboradores creen que el sistema Breuninger es el mejor sistema para

estadiar por su sencillez, ya que sélo se basa en el diametro y la profunidad tumoral®.

AJCCS BWH
Categoria Criterio

T Categoria Criterios

T
Tx El tumor primario no se puede identificar

T1 0 factores de riesgo*
Tis Carcinoma in situ

T2a 1 factor de riesgo
™ Tumor con un diametro <2 cm

T2b 2-3 factores de riesgo
T2 Tumor con un diametro >2cm pero <4cm

T3 >4 factores de riesgo
T3 Tumor con un diametro >4cm o erosion 6sea minima o

invasion perineural, de nervios > 0.1mm o en dermis
profunda, invasion profunda>6mm o mas alla del tejido
celular subcutaneo

*Factores de riesgo:

Diametro tumoral >2 cm, mala
diferenciacion histolégica, invasion
perineural de nervios 20.1 mm, invasién
mas alla del tejido graso (excluyendo la
invasién 6sea, que conlleva clasificacion
en estadio T3)

T4 Tumor con invasion 6sea, invasion de la base del craneo o
del foramen oval

T4a Tumor con invasion ésea cortical

T4b Tumor con invasion de la base del craneo o del foramen oval

Tabla 1. Sistema de clasificacion AJCC8 Y Brigham and Women’s Hospital.

5. CARCINOMA ESCAMOSO CUTANEO DE ALTO RIESGO

El término de carcinoma escamoso de alto riesgo o CECAR® se est4 utilizando en la
actualidad para definir aquellos CEC en los que los queratinocitos tumorales son
capaces de invadir la membrana basal y presentan un alto riesgo de desarrollar

metastasis subclinicas, siendo clinicamente NO.
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Los criterios mayores diagnosticos de CECAR son: presentar sindromes genéticos que

predispongan a padecer CEC (Xeroderma pigmentosum, albinismo), trasplantados
(corazon o pulmén) o afectos de enfermedades hematoldgicas, ciertas localizaciones
(anogenital, labio, oreja), recurrencia tumoral, diametro > 5cm, profundidad >6mm,

invasion perineural (nervios de diametro 20.1mm) e invasion 6sea.

Como criterios menores estarian: aparicion en pacientes trasplantados, diametro

tumoral de 2 a 5 cm, pacientes con infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana,
espesor tumoral de 2 a 6mm, mala diferenciacion histolégica, CEC acantolitico y

basoescamoso e invasion linfo-vascular.

Se considera CECAR cuando el tumor cumple: a) 3 criterios mayores, b) 2 mayores y 2

menores y c¢) 1 mayor y 4 menores®.

6. FACTORES PRONOSTICO

6.1. Tamaio tumoral

El tamafo tumoral es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de metastasis.
Dos cm es el punto de corte establecido entre los estadios T1 y T2, al igual que
diametros iguales o superiores a 4cm determinan el estadio T3 en la nueva clasificacion

AJCC8*.

6.2. Espesor tumoral

En un estudio prospectivo con 615 pacientes afectos de CEC se hallé que un espesor
tumoral igual o superior a 6mm era un factor de riesgo independiente para el desarrollo

de metastasis™.
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6.3. Localizacion

Los CEC que se presentan en determinadas localizaciones como el pabellén auricular,
sien y zonas no fotoexpuestas (periné, zona sacra y plantas) tienen un mayor riesgo de
desarrollar metastasis®’. Asimismo, se han descrito tasas del 3% y del 7% de recurrencia
local y metastasis, respectivamente, para CEC localizados en los labios®. Los CEC
localizados en bermellén labial tienen un riesgo mayor de desarrollar metastasis®,
probablemente debido a la ausencia de tejido celular subcutaneo y un acceso mas

rapido a la red linfovascular.

6.4. Invasién perineural

La invasion perineural (IPN) consiste en la presencia de células tumorales en la vaina
nerviosa lo que favorece la diseminacién tumoral®®. La IPN se ha asociado a otros
factores de riesgo como desmoplasia, mala diferenciacién histolégica, recurrencia,
tumores de mayor diametro y de localizacion centrofacial; asi como la necesidad de un

mayor nimero de etapas de cirugia de Mohs para asegurar la exéresis completa®’.

Se ha clasificado la IPN en funcién del diametro del nervio afecto, diferenciando nervios
de pequeno calibre (menor a 0.1mm) y de gran calibre (mayor o igual a 0.1mm). La
afectacion de nervios de gran calibre se ha asociado a recurrencia, metastasis locales
y a distancia, muerte especifica por enfermedad, dolor, didmetro tumoral mayor de 2

cm, profundidad tumoral mayor de 4mm e invasién vascular y/o linfatica***,

A nivel terapéutico, la radioterapia adyuvante puede ser util en casos de CEC con IPN
extensa (>2 nervios) y cuando hay afectacién de nervios con un diametro = 0.1 mm o

profundos®.
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7. BIOMARCADORES DE PROGRESION METASTATICA DEL CEC

El CEC es un tumor poco metastasico, y sélo un 5% de los CEC desarrolla metastasis.
Sin embargo, una vez se ha generado la metastasis, el prondstico empeora con una
tasa de supervivencia a los 10 afios menor al 20%*. Esto ha llevado a la busqueda de
nuevos biomarcadores que permitan la identificacion de aquellos CEC con capacidad

para diseminarse.

71. Gemacién tumoral o “tumor budding”

El “tumor budding” o gemacién tumoral se describid por primera vez en carcinoma
colorrectal. La definicién mas aceptada es la presencia de grupos de células tumorales
aisladas o menores de 5 células en el frente de avance del tumor*’. Las células que
forman estas gemas tumorales tienen un perfil de expresion génica diferente y
expresan genes implicados en supervivencia y migracion celular y algunos autores han

demostrado que han sufrido el fenémeno de transicién epitelio-mesénquima®.

La presencia de gemacién tumoral se ha visto asociada a factores de mal prondstico
como recurrencias, invasion linfovascular y menor supervivencia a corto y largo plazo

en carcinoma colorrectal®®

y al desarrollo de metastasis en carcinomas escamosos de
lengua®, de cabeza y cuello®' y carcinomas escamosos cutaneos, tanto en pacientes

inmunocompetentes*’ como en pacientes trasplantados®?.

. BT S
N~

J% A - ™~ ~ = .', .z
Figura 3: Imagen de gemacion tumoral o “tumor budding”. Pequefios nidos de células tumorales rodeados por reaccion estromal
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7.2. Podoplanina

La podoplanina es una glicoproteina de membrana implicada en la formacién de
conexiones linfaticas durante el desarrollo embrionario y en procesos de migracion
celular. Su expresion se encuentra elevada en diferentes procesos tumorales,
incluyendo carcinoma escamoso de es6fago®®, mesotelioma pleural®™ y melanoma®. En
CEC la expresion de podoplanina se ha visto asociada al desarrollo de metastasis®®*’

asi como con otros factores de riesgo como desmoplasia, la invasion linfovascular, la

ulceracion y la mala diferenciacion histolégica, pero no con IPN*.

7.3. Transicidén epitelio-mesénquima (TEM)

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso fisiologico esencial en
embriogénesis y en cicatrizacion, pero también en el desarrollo de metastasis®®. A nivel
molecular, la TEM esta mediada por factores de transcripcion como Snail, Twist y ZEB,
Las células tumorales que sufren la TEM pierden la adhesion intercelular, debido a la
reduccion de E-cadherina, y adquieren un fenotipo mesenquimal, por la induccién de
vimentina, proceso que les ayuda a migrar e invadir, favoreciendo la implantacion de
estas células a distancia y el desarrollo de metastasis®®. La TEM se ha visto implicada
en el desarrollo de CEC invasivos a partir de queratosis actinicas mediante la via

diferenciada® y en el desarrollo de metastasis en CEC®.

8. COMPONENTE NO EPITELIAL DEL CARCINOMA ESCAMOSO CUTANEO

8.1. Fibroblastos asociados a cancer

El papel de los fibroblastos asociados a cancer (FAC) ha sido ampliamente estudiado
en diferentes tumores sdélidos y su presencia y funcidn estan asociadas a mal prondstico

‘ 60 « 61 : : 62 : : [y 63
en cancer de mama”, pulmon®’, colangiocarcinoma®™ y carcinoma papilar de tiroides™,

entre otros.
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Los FAC asociados a CEC expresan podoplanina, factores de transcripcion implicados
en TEM y o-SMA, lo que aumenta su capacidad contractil®. Son mas fusiformes e
indiferenciados que los fibroblastos aislados de piel sana y al cultivar lineas celulares

de CEC, SCC12 y SCC13, con FAC, las células tumorales aumentan su invasividad®.
8.2. Infiltrado inflamatorio

La nocién del control del crecimiento tumoral por parte del sistema inmunitario no es
reciente, aunque en el caso del CEC son relativamente novedosos los estudios que
abordan esta posibilidad. Huang y colaboradores demuestran en una serie de CEC que
el tratamiento con imiquimod, previo a la cirugia, aumenta el numero de linfocitos CD8+
en el estroma tumoral, lo que se traduce en un mayor numero de células tumorales en

apoptosis (evaluada por la tincion TUNEL ).

Algunos autores han observado que los CEC invasivos tienen mayor intensidad de

infiltrado tumoral pero con mayor proporcion de linfocitos CD3+, respecto las QA®’.

En pacientes trasplantados se ha observado una reduccion en el infiltrado inflamatorio

en el frente de avance del tumor®®.
8.3. PD-1/PD-L1

PD-1 o CD279 se expresa en diferentes células del sistema inmune (como linfocitos
activados, linfocitos B, monocitos, células natural Killer y algunas células dendriticas)
mientras que PD-L1 o CD274 es expresado por las células tumorales. La interaccion
entre PD-1 y PD-L1 inhibe la respuesta inmune antitumoral y favoreceria su
diseminacion®. En CEC, la expresion de PD-L1 en las células tumorales se ha visto
asociado a metastasis’® y a otros factores de mal prondstico como la gemacion tumoral,

recurrencia e IPN""72,
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9. BASES MOLECULARES DEL CEC

La carcinogénesis se define generalmente como un proceso multietapas: las
alteraciones en la expresiéon de un gen, generalmente un gen supresor tumoral, permiten
o favorecen el desarrollo de lesiones precancerosas y es la acumulacién de otras
alteraciones en la expresion génica, de entre 4-6 genes, las que desencadenan el
desarrollo de CEC invasivo’. Los cambios en la expresién génica pueden deberse a
alteraciones en el ADN o a modificaciones en la expresion de los genes mediante

mecanismos que no afectan la secuencia del ADN, o mecanismos epigenéticos.

9.1. Moaodificaciones genéticas

Se han descrito diferentes mutaciones tanto en QA como en CEC en genes reguladores
del ciclo celular, tales como p53, MYC y el receptor de factor de crecimiento epidérmico

(EGFR), entre otros™7®.

Las mutaciones en p53, inducidas por RUV-B, estan presentes en piel fotoexpuesta™ y

se han visto asociadas al desarrollo de QA y CEC”".

En CEC se han observado ganancias en el numero de copias del gen MYC, sobretodo
en CEC moderado y pobremente diferenciados’®, asi como, aberraciones numeéricas del

gen EGFR, éstas Ultimas sin implicacién prondstica’.

Ras es una familia de receptores transmembrana que activan la via Ras/Raf/Mek/Erk y
actuan como factores de transcripcion. Estan mutados en diferentes tipo de cancer v,
en algunos tumores como el melanoma, pueden coexistir mutaciones en mas de un
componente de la via, por ejemplo Ras y Raf®’. Los pacientes con melanoma con
mutaciones en BRAF y en tratamiento con inhibidores de BRAF (vemurafenib) pueden
desarrollar CEC, que suelen ser bien diferenciados, no desarrollan metastasis y con

tasas de mutacion en Ras superiores a las que se encuentran en CEC
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esporadicos®®? Algunos autores han visto asociacién entre la presencia de mutaciones

en la via Ras/Raf/Mek/Erk y menor tiempo libre de enfermedad®.

Las mutaciones en el gen NOTCH, que codifica por un receptor trasmembrana implicado
en diferentes vias de sefalizacién celular implicadas en el desarrollo, es uno de los

83-85 como en los CEC

genes mas frecuentemente mutados tanto en CEC esporadicos
originados en pacientes con melanoma con mutacion en BRAF en tratamiento con
vemurafenib, aunque en este grupo de pacientes aumenta el porcentaje de mutaciones

en RAS® y se producen ya de forma precoz en el proceso de carcinogénesis®.

Pickering y colaboradores demuestran la asociacion entre mutaciones en NOTCH2 e
IPN, mutaciones en el gen AJUBA y una mayor profundidad tumoral y mutaciones en
KMT2C y menos supervivencia y menos tiempo libre de recurrencias®®; Yilmaz
demuestra que las mutaciones en el gen KMT2D, implicado en el remodelado de la
cromatina, se asocia al desarrollo de metastasis® y Purdie asocia las mutaciones en el
gen PTPRD, implicado en la reorganizacion del citoesqueleto, con mal prondstico en

CECY".

Purdie y colaboradores realizan un estudio de SNP (“single nucleotide polymorphism”)
en 60 CEC. La aberracién cromosémica mas frecuente es la pérdida de heterozigosidad

en 9p, que contiene el locus del gen PTPRD, seguido de 3p. Observan que los CEC

bien diferenciados tienen menos alteraciones alélicas®®.

9.2. Modificaciones epigenéticas: Polycomb

La secuencia de ADN se enrolla alrededor de unas proteinas llamadas histonas para
formar el nucleosoma o unidad de cromatina. Las histonas tienen una forma globular
pero sus extremos N-terminal libres pueden ser modificados mediante procesos de

acetilacion, metilacion o fosforilacion, lo que se conoce como modificaciones
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epigenéticas. La transcripcion de la cromatina depende de su conformacion, que la hara

mas 0 menos accesible a factores de transcripcion.

La familia Polycomb engloba un grupo de proteinas que producen modificaciones
epigenéticas de la cromatina resultando, generalmente, en una represion de la
transcripcion. Se han identificado dos grandes complejos en mamiferos: el complejo
Polycomb repressive complex 2 (PRC2) o iniciador, ya que es el que establece la
silenciacion de genes, y el complejo Polycomb repressive complex 1 o PRC1, que

mantendria dicho estado.

EZH2 es la proteina central de PRC2. Es una metiltransferasa que trimetila la lisina 27
de la histona 3. En modelos experimentales, se ha visto que EZH2 favorece la detencién
de las células en la fase S del ciclo y aumenta la proliferacion®. El complejo PRC1
reconoce la trimetilacion H3K27me3 impuesta por EZH2. RING1A y RING1B presentan
actividad enzimatica, ya que monoubiquitinan la lisina 119 en la histona 2A, lo cual

contribuye a mantener cromatina mas cerrada.

Ubiquitylates
PRC1 H2A K119

Has affinity to Interacts
Hak2ome1,2 . .. PhoRC (pgc /W'[h\H%K27me3

gy L AW

Tri-methylates
H3K27

Current Opinion in Cell Biology

Figura 4: Esquema simplificado de la interaccion de los dos complejos Polycomb, PRC1 y PRC2. Imagen extraida del
articulo: Schwartz YB, Pirrotta V. Polycomb complexes and epigenetic states. Curr Opin Cell Biol. 2008 Jun;20(3):266-73.

BMI1 (“B-lymphoma Moloney Murine leukemia virus insertion region-1”) fue el primer

miembro de la familia de proteinas Polycomb identificado en mamiferos. Inhibe p16™<*?
y p14"%F dos represores del ciclo celular. Se ha visto implicado en la auto-renovacion

9091 vy esta sobreexpresado en leucemias y meduloblastomas®.

de las células madre
RING1B se ha visto sobreexpresado en adenocarcinoma de pancreas® y en cancer de
mama, sobretodo en las células que invaden el estroma %
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La expresion de proteinas PRC1 no se ha estudiado en CEC, pero si en melanoma con
resultados contradictorios, algunos autores ven asociacién entre entre la sobreexpresion
de BMI1 y el desarrollo de metastasis® y otros observan una reduccién significativa en

la expresién de BMI1 en melanoma versus nevus®.

Respecto a las proteinas del complejo PRC2, el papel de EZH2 en cancer se demostro
por primera vez en el linfoma de Hodgkin®’. En carcinoma renal, la sobreexpresioén de

EZH2 se asocia al desarrollo de metastasis y mortalidad.

En tumores cutaneos se ha descrito un aumento secuencial en la expresién de EZH2,
. . . Iy 98 .
paralelo al grado de displasia, tanto en lesiones melanociticas™ como en lesiones

queratinociticas®.

En melanoma se ha demostrado que la expresion de EZH2 es maxima en melanoma
metastasicos'® pero en lesiones queratinociticas sélo se ha descrito un aumento de la
expresion en el paso de QA a CEC pero se desconoce si hay diferencias en la expresion

de EZH2 entre CEC que desarrollan metastasis versus los que no.
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HIPOTESIS

“Los baobabs comienzan por ser muy
pequenos.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943
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HIPOTESIS

1. Proteinas de la familia de represores epigenéticos Polycomb estan implicadas
en el desarrollo de metastasis en CEC, tal como se ha demostrado en otros

tumores solidos.

2. El estroma tumoral, que participa activamente en el proceso de tumorigénesis,
tiene caracteristicas morfolégicas diferenciadas en carcinomas escamosos

cutaneos.
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OBJETIVOS

“Sera necesario que soporte dos o tres orugas
si quiero conocer las mariposas.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943
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OBJETIVOS

Obijetivo principal:

Evaluar la implicacion de los represores epigenéticos de la familia Polycomb y del

estroma tumoral en el prondstico del CEC.

Obijetivos secundarios:

1. Correlacionar la  expresion de Polycomb, mediante  técnicas
inmunohistoquimicas, con variables clinico-patoldgicas con valor pronéstico en

una serie de CEC.

2. Explorar las vias de sefalizacion en las que actuan los represores epigenéticos

de la familia Polycomb en CEC.

3. Definir patrones de fibrosis y/o de tipos de estroma tumoral con valor prondstico

en CEC.
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RESULTADOS

“El tiempo que perdiste en tu rosa hace que tu
rosa sea tan importante.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943
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RESULTADOS

Los resultados de esta tesis se muestran en los siguientes articulos:

1)

Hernandez-Ruiz Eugenia, Toll Agusti, Garcia-Diez Irene, Andrades
Evelyn, Ferrandiz-Pulido Carla, Masferrer Emili, Yébenes Mireia, Jaka
Ane, Gimeno Javier, Gimeno Ramon, Garcia-Patos Vicente, Pujol
Ramon M, Hernandez- Mufoz Inmaculada. The Polycomb proteins
RING1B and EZH2 repress the pro- inflammatory function in
metastasizing primary cutaneous squamous cell carcinoma.
Carcinogenesis. Marg 2018 doi: 10.1093/carcin/bgy016. Q1. IF 5.072

Hernandez-Ruiz Eugenia, Hernandez-Mufoz Inmaculada, Masferrer
Emili, Ferrandiz-Pulido Carla, Andrades Evelyn, Gimeno Javier, Duran
Xavier, Garcia- Patos Vicente, Pujol Ramon M, Toll Agusti. A myxoid
fibrotic reaction pattern is associated with metastatic risk in cutaneous
squamous cell carcinoma. Acta Derm Venereol. January 2019, doi:
10.2340/00015555-3025. Q1. IF 3.127
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Hernandez-Ruiz Eugenia, Toll Agusti, Garcia-Diez Irene, Andrades Evelyn,
Ferrandiz-Pulido Carla, Masferrer Emili, Yébenes Mireia, Jaka Ane, Gimeno
Javier, Gimeno Ramon, Garcia-Patos Vicente, Pujol Ramon M, Hernandez-
Mufoz Inmaculada.

The Polycomb proteins RING1B and EZH2 repress the pro- inflammatory
function in metastasizing primary cutaneous squamous cell carcinoma.

Carcinogenesis. 2018 Mar 8;39 (3): 503-513

Abstract

Cutaneous squamous cell carcinoma (cSCC) is the second most common malignancy in
humans and approximately 5% metastasize, usually to regional lymph nodes.
Epigenetic regulation of gene expression may allow tumoral cells to acquire new
functions in order to escape from the primary tumor. The aim of this study was to
investigate the expression and function of proteins of the Polycomb family of epigenetic
regulators in the metastatic process of cSCC. A higher expression of RING1B and EZH2
was detected by immunohistochemistry in a series of primary ¢SCC tumors that
metastasized (MSCCs) when compared with non-metastasizing cSCCs (non-MSCCs).
Stable downregulation of RING1B and EZH2 in ¢cSCC cells results in enhanced
expression of inflammatory cytokines and activation of the NF-kB signaling pathway.
Accordingly, non-MSCCs display higher levels of membranous pS176-inhibitor of NF-kB
kinase, and their stroma is enriched in neutrophils and eosinophils when compared with
MSCCs. In vitro, hematopoietic cells exhibit a substantial migratory response to
supernatants from Polycomb-depleted cSCC cells. Altogether, these data indicate that
RING1B and EZH2 repress the innate inflammatory ¢cSCC function and impair tumor
immunosurveillance and suggest that patients with high-risk cSCCs could benefit from
clinical therapies addressed to harness the immune response.
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A Myxoid Fibrotic Reaction Pattern is Associated with Metastatic
Risk in Cutaneous Squamous Cell Carcinoma

Eugenia HERNANDEZ-RUIZ!?#, Inmaculada HERNANDEZ-MURNOZ3#, Emili MASFERRER*, Carla FERRANDIZ-PULIDO?, Evelyn
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#Both authors contributed equally to this work.

Although desmoplasia has been associated with poor
prognoses in cutaneous squamous cell carcinoma, little
attention has been paid to the patterns of fibrosis. This
study aimed to examine the different stromal fibrotic
patterns as markers of metastatic risk. We performed
a multicenter retrospective study that included 102 cu-
taneous squamous cell carcinomas (52 non-metastatic
and 50 metastatic carcinomas). Clinical and histopa-
thological data were registered. The fibrotic reaction
pattern was classified as mature, intermediate or im-
mature depending on the presence of keloid-like colla-
gen and myxoid stroma. The immature pattern (areas
characterized by myxoid changes with no inflamma-
tion) was observed in 18 samples and its presence was
significantly associated with immunosuppression, bud-
ding, desmoplasia, perineural invasion, anatomiclevel,
tumoural depth and metastatic risk in the multivariate
analysis. Our findings suggest that the presence ofan
immature myxoid fibrotic pattern, which can be easily
identified by routine hematoxylin-eosin staining, is
strongly associated with metastatic risk.

Key words: metastasis; fibrosis; cutaneous squamous cell car-
cinoma.
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etastatic cutaneous squamous cell carcinomas

(MSCCs) usually involve the regional lymph
nodes, and occur in approximately 4—5% of patients (1).
Activeresearchincutaneous SCC (cSCC)isaimedatthe
identificationofprognosticmarkersofclinical valuethat
could help identify those patients at higher metastatic risk.
Prominent clinical factors linked to an aggressive clinical
behaviour and metastatic risk include tumoural size, im-
munosuppression and certain tumour locations such as the
ears, lips and areas of chronic injury. Some histological
parameters of the primary tumour, including depth, poor
histological differentiationand perineuralinvasionhave
also been associated with poor prognosis (2—4).

Epithelial to mesenchymal transition (EMT), a me-

chanism by which epithelial cells lose adhesion and

This is an open access article under the CC BY-NC license. www.medicaljournals.se/acta

Journal Compilation © 2019 Acta Dermato-Venereologica.

SIGNIFICANCE

Cutaneous squamous cell carcinomas are the second most
frequent non-melanoma skin cancers. Despite their gene-
rally good prognosis, approximately 2-5% metastasize,
usually to regional lymph nodes. Recent works have elu-
cidated the relevance of the tumour microenvironment,
consisting of a stromal reaction, a vascular and lymphatic
network and the presence of specific inflammatory cell
subpopulations, in the development of metastases. In this
study we have characterized different types of stromal
reaction patterns in cutaneous squamous cell carcinoma,
including desmoplasia, and have found that the presence
of a myxoid peritumoral infiltration, easily recognisable by
hematoxylin eosin stains, is associated with an increased
metastatic risk.

acquire mesenchymal traits that allow them to invade
and disseminate (5), has been shown to be involved in
the metastasis of a variety of epithelial tumours. Indeed,
we have previously reported that the presence of EMT
markersisassociated with anincreased metastaticrisk in
¢SCC (6). Tumour budding, pathologically characterized
by clusters or single tumoural cells that may reflect cells
undergoing EMT, has also been recently linked to nodal
metastasis in ¢cSCC (7, 8).

The EMT process can be induced by the tumoural
microenvironment through the release of cytokines
and extracellular matrix proteins by cancer-associated
fibroblasts (CAFs). In addition to their effect on epi-
thelial tumoural cells, CAFs may also generate a fibro-
tic stroma. The role of the fibrotic reaction in cancer
development and progression remains controversial.
While some studies suggest that the host may favoura
desmoplastic response to limit tumour aggressiveness
(9), others have shown that the fibrotic stroma induced
by CAFs might benefit the tumour by inhibiting access
to immune cells (10—-13). In this sense, the association
between desmoplastic reaction and poor outcome has
been observed in several cancers such as cholangiocar-
cinoma, breast, pulmonary, pancreatic, tongue, rectal
and colorectal carcinomas (11, 14-18). ¢cSCC with a
desmoplastic phenotype, characterized by strands and
nests of tumour cells surrounded by a prominent fibrous
stromal response, may also pose an increasedrisk of

doi: 10.2340/00015555-3025
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recurrence and metastases (3, 19). Indeed, the presence
of desmoplasia is considered to be a high-risk factor
by the NCCN and the European Dermatology Forum,
the European Association of Dermato-Oncology, and
the European Organization for Research and Treatment
of Cancer (EDF-EADO-EORTC) guidelines (20, 21).
Unlike other carcinomas, such as rectal and colorectal
cancers (17, 18), little attention has been given to the
study of fibrotic patterns and their correlation with bio-
logical behaviour in ¢cSCC. In this study, we aimed to
study the association between different fibrotic patterns
and lymphatic metastatic risk in cSCC.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Cutaneous biopsies from patients presenting cSCC from 3 tertiary
hospitals in Spain between 2001 to 2011 were included in the study.
Selectedbiopsiescorrespondedeithertoprimary cSCCtumours of
patients whohad developed metastatic spread (MSCC) ortocSCC
without an aggressive clinical behaviour after a long follow-up
period (NMSCC). Fifty primary MSCC with lymph node (n=40)
and/or cutaneous in-transit metastases (7= 10) were included in
the study. Additionally, 52 cutaneous SCCsthathad notdeveloped
metastaticspreadafteratleastaS-yearfollow-upperiod(NMSCC)
were also evaluated as a control group.

A set of clinical data were retrospectively collected from each
patientincluding sex, age, immunosuppressionstatus and cause of
immunosuppression, year of diagnosis, recurrences, tumour size
and location. TNM staging evaluation by two systems (AJCC-8
and Brigham and Women's Hospital - BWH) (22, 23) was recor-
ded from each patient.

Ethics approval was obtained from all the participating centers,
in accordance with the guidelines of the Helsinki Declaration of
1975, as revised in 1983.

Histologic parameters

Following a systematized protocol, the following histopathological
data were evaluated in all samples in H&E-stained glassslides:
thickness (in mm), level of invasion, degree of differentiation
(well,moderate,poor),presence of vascularorperineural invasion
and, when present, the diameter of the affected nerve (in mm).

Tumoural budding and fibrotic stroma were simultaneously
evaluated by two of the authors (AT and MEH), who were blind
to the aggressiveness of the tumours.

Fibroticstroma. Desmoplasiawas defined as the presence of small
tumoural nests surrounded by stromal fibrosis in at least one third
of the tumoural sample.

The fibrotic reaction pattern (FRP) was evaluated at the ad-
vancing edge of the tumour by H&E and classified into one of
3 categories (mature, intermediate, or immature) as previously
reported (18), depending on the presence of keloid-like collagen
and myxoid stroma. Keloid-like collagen was defined as the pre-
sence of bundles of hypocellular collagen and bright eosinophilic
hyalinization. Myxoid stroma showed an amorphous stromal sub-
stance with an extracellular amphophilic or basophilic material.
Thepresence ofamyxoid orkeloidal stroma was considered when
observed with the 40x objective lens in areas with scarce or no
inflammatory infiltrate.

FRP was considered mature (mFR) when the fibrotic stroma
lacked a keloid-like collagen or myxoid stroma and contained
maturecollagen fibresstratified into anonion-like pattern (Fig. 1).

www.medicaljournals.se/acta

Intermediate fibrotic reaction was designated for tumours showing
keloid-like fibrosis intermingled in mature stroma, while immature
fibrosis (iFR) was assigned to tumours showing areas of myxoid
changes with or without keloidal fibrosis (Fig. 2). The more im-
mature fibrotic areas were considered foranalysis.

A quantitative evaluation of the FRP was also performed. The
areaoffibrosis(percentage) surrounding theadvancingedgeofthe
tumour was recorded. The width of the fibrotic reaction was also
categorised from 0 to 3 as follows: 1: 0—100 um; 2: 100200 pm;
3:>200 um. A fibrosis burden score (area x width: 0-300) for
fibrosis was calculated.

Tumour budding. Tumour budding was defined based on the num-
ber of foci of isolated cancer cells or on the presence of a cluster
comprising <5 cells in the invasive frontal region, as previously
reported (24). Cases with 5 or more foci, identified using a 40x
objective lens, were regarded as positive forbudding.

Stainings and immunohistochemistry. Alcian blue stainings were
performed in cases showing a myxoid pattern in the H&E stain,
in order to detect mucin deposition. To this end, slideswere de-
paraffinized and hydrated. They then were stained with Alcian
blue solution (1% Alcian Blue in 3% acetic acid solution, pH
2.5) for 30 min and rinsed with water. Slides were counterstained
with hematoxylin for 5 min, dehydrated and mounted with DPX.

For immunohistochemistry, slides were deparaffinized, hydrated
and antigen retrieval was performed in 10 mM citrate (pH 6) for
10 min in a pressure cooker (for a—SMA) or with Proteinase K
15 min at 37°C (for fibronectin). Tissues were then quenched for

Fig. 2. Immature fibrotic reaction pattern with myxoid (asterisks)
and keloidal areas (arrow) (H&E 40x).
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endogenous peroxidase activity with 4% (vol/vol) H,O, for 10
min at room temperature, blocked and incubated with primary
antibodies overnight at 4°C. After washing, Envision+System-
HRP antibody reagent was applied Dako (Agilent Technologies).
Immunohistochemical reactions were developed using diami-
nobenzidine (DAB) as a chromogenic substrate. Sections were
counterstained with hematoxylin, dehydrated and mounted. The
following antibodies wereused: a-SMA from Sigma (A2547) and
Fibronectin from Dako (A0245).

Statistical analyses

Correlations between categorical variables were evaluated using
¥> test or Fisher’s exact test when appropriate. Continuous data
were compared using a Student’s 7-test if the sample distribution
was normal, or otherwise via a Mann-Whitney U-test.

A multivariate logistic regression analysis was performed to
determine which clinico-pathological features were predictive
of lymphatic metastases. p < 0.05 was considered statistically
significant. Analysis was conducted with SPSS 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

RESULTS

Biopsy specimens (n=102) from a total number of 102
patients were included in the study (Table I). Fifty pa-
tients presented MSCC, 40 of them to the regional lymph-
nodes and 10 showing cutaneous in-transit satellitosis.

More than half of the patients were men (69.6 %), and
the median age was 79 years (Q1: 72; Q3: 85). Most of
the cSCC were excised from sun-exposed areas, mainly
the head and neck (85 ¢cSCC), followed by extremities
(14 c¢SCC) and trunk (3 cases). Twelve patients were im-
munosuppressed (8 kidney recipients, 1 hepatic recipient,
1 Crohn’s disease, 1 chronic lymphatic leukemia and 1
patient undertaking mycophenolate to treat glomerulo-
nephritis). Twelve cases involved recurrences.

Inthe whole dataset, 36 patients had mFR whereas 18
had iFR. Only 3 cases showed anintermediate fibrotic
pattern.RecurrentcSCCpresentedmFR andiFR equally.

Budding was observed in 34 of 50 MSCC (68%) and

18 of 52 NMSCC (34.6%; p < 0.01). The iFR pattern

Myxoid pattern in cutaneous squamous cell carcinoma
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Tablel. Clinicaland histopathological variables. Univariate analysis

for metastatic risk

NMSCC MSCC
(n=52) (n=50) p

Clinical variables, n (%)
Area

Head 42 (80.8) 43 (86) NS

Trunk 1(1.9) 2 (4)

Extremities 9(17.3)  5(10)
Sun exposure, Yes 47 (94) 45 (90) NS
Horizontal size >20 mm 20 (38.5) 19 (41.3) NS
Recurrent case, Yes 2(3.8) 10 (20.4) 0.013
Immunosuppression, Yes 6 (11.5) 6 (13) NS
Pathological variables
Differentiation, n (%)

Good 21 (40.4) 7 (14) < 0.01

Moderate 28 (53.8) 35 (70)

Poor 3(5.8) 8 (16)
Tumour thickness >6 mm, n (%) 10 (19.2) 22 (47.8) < 0.01
Clark level 24, n (%) 35(67.3) 44(93.6) <0.01
Perineural invasion, Yes, n (%) 1(1.9) 8 (16) 0.015
Nerve diameter 20.1 mm, n (%) 0 (0) 7 (14) <0.01
Vascular invasion, Yes, n (%) 0 (0) 2 (4) NS
Desmoplasia, Yes, n (%) 1(1.9) 3 (6) NS
Budding, Yes, n (%) 18 (34.6) 34 (68) <0.01
Mature fibrosis, n (%) 18 (34.6) 18 (36) NS
Intermediate fibrosis pattern, Yes, n (%) 0 (0) 3 (6) NS
Myxoid fibrosis, Yes, n (%) 2(3.8) 16 (32) <0.01
Fibrosis burden, median (IQR) 0 (0;135) 40 (0;160) 0.036
Staging systems, n (%)
TNM (AJCC-8)

pT1 25 (48,1) 12 (25.5) < 0.01

pT2 14 (26.9) 6 (12.8)

pT3 13 (25) 26 (55.3)

pT4 0 (0) 3(6.4)
TNM (Brigham)

1 25 (48.1) 10 (21.7) < 0.01

2a 23 (44.2) 23 (50)
2b 4(7.7) 9 (19.6)
3 0 (0) 4 (8.7)

NMSCC: Nonmetastatic cutaneous squamous cell carcinoma; MSCC: Metastatic
cutaneous squamous cell carcinoma; IQR: interquartile range.

was observed in 16 of 50 MSCC (32%) and in 2 of 52
NMSCC (3.8%; p<0.01). Unlike mFR, iFR was mostly
observed in isolated foci and in surrounding budding
areas (Figs 3a and 4).

Although iFR mostly surrounded the budding areas
(89% of the cases with myxoid changes), only 30.7% of
tumours with budding had an associated iFR pattern. In-
terestingly, while budding showed a sensitivity superior

S G S # :
Fig. 3. a) Immature fibrotic reaction pattern with myxoid peritumoral areas segregating an inflammatory infiltrate (H&E 40x). b) Alcian blue
showing a larger stain around the tumour (arrow) (40x).
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Fig. 4. Immature fibrotic reaction pattern surrounding an area of
tumoral budding. H&E 40x.

to iFR in predicting aggressiveness (68% vs 32%)), iFR
showed a better specificity (96.2% vs65.4%).

In an attempt to better characterize the stromal fibro-
blasts, we carried out a-SMA staining, though positivity
was only detected in 2 cases with iFR (Fig. 5). In contrast,
increased expression of mucopolysaccharides (stained
with Alcianblue)and fibronectin was frequently observed
in areas with a myxoid reaction pattern, although this was
notrestricted only to this pattern (datanot shown) (Fig. 3b).

Univariate analysis (Table I) revealed that previous
recurrence, anatomic level (Clark >4), tumour thickness,
budding, histological differentiation, myxoid stroma,

peritumoural fibrosis burden and perineural invasion
(and nerve diameter >0.1) were significantly associated
withmetastasis development. Conversely,age, vascular
invasion, desmoplasia and tumour size were not signi-
ficantly associated with metastatic risk. Both the AJCC

and Brigham’s staging systems adequately classified
both the MSCC and NMSCC groups, although the later
proved to be more accurate.

Multivariate analysis, adjusted by age and sex, revea-
led that the myxoid stroma was the only independent
factorassociated with lymphatic metastases, with an odds

Table II. Univariate and multivariate analyses for metastatic risk

Univariate analysis Multivariate analysis

OR,, CI 95% p OR,4j CI 95% p

row

Clinical variables
Area 0.77 0.43-1.36  0.37

Sun exposure 0.57 0.13-2.55 0.47

Horizontal size > 2 cm 1.13 0.50-2.53 0.77 1.42 0.93-2.17 0.10
Recurrent case 6.41 1.33-30.96 0.02 3.88 0.38-39.42 0.25
Immunosuppression 1.150.34-3.85 0.82

Pathological variables
Differentiation

Tumour thickness > 6
mm

Clark level > 4
Perineural invasion
Desmoplasia
Budding

Myxoid fibrosis
Fibrosis burden score

3.10 1.47-6.57  0.003 2.38 0.84-6.70  0.10
3.851.57-9.47 0.003 1.03 0.88-1.22 0.71

7.12 1.93-26.28 0.003 2.55 0.49-13.22 0.26
9.711.17-80.82 0.035 6.45 0.39-107.49 0.19
3.26 0.33-32.39 0.31
4.01 1.76-9.15 0.001 2.77 0.68-11.3 0.16
11.77 2.54-54.50 0.002 13.81 1.70-112.02 0.014
1.01 1.00-1.01 0.05 0.99 0.98-1.00 1.10
Staging systems
TNM (AJCC-8) 2.23 1.06-4.68 0.034
TNM (Brigham) 2 1.24-3.22  0.004

OR: odds ratio; CI: confidence interval; adj: adjusted. Bold: significant value.

ratio of 13.81 (95% confidence interval 1.70-112.01)
(Tablell). This pattern was associated with immunosup-
pression, budding, desmoplasia, perineural invasion, ana-
tomic level (Clark >4) and tumoural depth (Table I1I).

DISCUSSION

Analysis of fibrosis in cSCC has attracted little attention
in the literature, with the exception of desmoplasia. This
is in striking contrast with the widely reported association
between fibrosis and poor prognosis in several cancers
(11, 14-18, 25, 26. Fibrosis in cancer is induced by
cancer-associated fibroblasts (CAFs)ormyofibroblasts,
which can induce EMT and cancer cell migration (27,
28). Peritumoural fibrosis may favour tumoural progres-
sionbyseveral mechanisms: drivingintegrin-dependent
celladhesionand migration, regulating tumourplasticity
or by impairing tumour immunosurveillance.

In the present work, we observed an association
between fibrosis burden and metastatic risk in the uni-

(|
{ \ N
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Fig. 5. a) Cutaneous squamous cell carcinoma with a myxoid reaction (H&E 40x) and b) a-SMA-expressing cells.
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Table III. Univariate analysis for the presence of myxoid fibrosis

Myxoid fibrosis

Absence Presence p

Clinical variables, n (%)
Total 84 (82.3) 18 (17.6)
Area

Head 70 (83.3) 15 (83.3) NS

Trunk 2 (2.4) 1(5.6)

Extremities 12 (14.3) 2 (11.1)
Sun exposure, Yes 76 (92.7) 16 (88.9) NS
Horizontal size > 20 mm 31 (38.8) 8 (44.4) NS
Recurrent case, Yes 8 (9.5) 4 (23.5) NS
Immunosuppression, Yes 7 (8.5) 5(31.2) < 0.01
Pathological variables
Differentiation, n (%) 26 (31) 2 (11.1) NS

Good 50 (59.5) 13 (72.2)

Moderate 8 (9.5) 3 (16.7)

Poor
Tumour thickness, > 6 mm, n (%) 23 (28) 9 (56.3) 0.041
Clark level 24, n (%) 63 (75.9) 16 (100) 0.037
Perineural invasion, Yes, n (%) 5(6) 4 (22.2) 0.049
Nerve diameter 20.1 mm, n (%) 3(3.6) 4 (22.2) 0.017
Vascular invasion, Yes, n (%) 1(1.2) 1(5.6) NS
Desmoplasia, Yes, n (%) 1(1.2) 3(16.7) 0.02
Budding, Yes, n (%) 36 (42.9) 16 (88.9) <0.01
Fibrosis burden, median (IQR) 0(0;125) 155 (100;200) < 0.01
Staging systems, n (%)
TNM (AJCC-8)

pT1 33 (40.2) 4 (23.5) 0.02

pT2 19 (23.2) 1(5.9)

pT3 29 (35.4) 10 (58.8)

pT4 1(1.2) 2 (11.8)
TNM (Brigham)

1 32 (39.5) 3(17.6) NS

2a 38 (46.9) 8 (47.1)

2b 9 (11.1) 4 (23.5)

3 2 (2.5) 2 (11.8)

AJCC-8and Brigham's staging could not be performed in 3 and 4 cases, respectively
due to missing values.
IQR: interquartile range.

variate analysis, as well as a strong correlation between
the myxoid fibrotic pattern and the risk of metastasis in
the multivariate analysis. The pattern of fibrosis may be
relevant to the prognosis of epithelial tumours. In this
regard, most oral SCC (OSCCs) exhibit two main pat-
terns: “spindle” (arranged in rows of few cells around
the neoplastic islands) and “network” (occupying the
entire tumour stroma). The latter has apparently been
linked to aggressive forms of OSCC (29, 30). Similarly,
amyxoidreaction pattern, or so-called immature fibrotic
reaction pattern, has been associated with bad prognoses
in colorectal cancer (17, 18, 25,26). Although a myxoid
pattern surrounded by an intense inflammatory infiltrate
can be found in NMSCC, we have observed that myxoid
stromal changes in the invasive tumoural front, together
withtheabsence ofinflammatory cells, is highly specific
for metastasizing cSCC. The relatively low sensitivity
of this pattern in MSCC may be due to its presence in
small, unnoticed areas. These foci may correspond to
areas where a fibrotic/myxoid reaction inhibits the im-
mune response (“immune response sanctuary”), thus
favouring the metastatic process. We found this pattern
to be strongly associated with budding, which is also
linked to a higher metastaticrisk (7,8,31). Both budding
and a myxoid stroma are transitory phenotypes that ap-
pear in the tumour invasive front. CAFs-secreted TGFf3

Myxoid pattern in cutaneous squamous cell carcinoma 93

may not only trigger EMT, but also induce an excess of
type 1 collagen deposition, as observed in the keloidal
pattern (25). These observations suggest that a mucco-
polysaccharide-rich microenvironment may play a role
in favouring EMT (budding), as well as in blocking the
host immunological response, and therefore increasing
the metastatic risk.

We found areas of myxoid stroma to be easily detec-
ted by routine H&E staining in the advancing tumoural
invasive front, even in poorly differentiated tumours.
Conversely, we did not find a-SMA or fibronectin to
increase the detection of this fibrotic pattern compared
with H&E. Unlike previous studies, most areas of myx-
oid stroma in ¢cSCC were devoid of a-SMA positivity,
which may be dueto several reasons: (¢) fibrosis-inducing
myofibroblastsareimmatureand donotexpress a-SMA;
(if) CAFs produce a muccopolysaccharide-rich stroma
and thereby become nonessential; or (iii) myxoid-rich
stroma is produced by a different cell.

In contrast to the myxoid pattern, we did not find any
association between desmoplasia and metastatic risk in
our series. Although there is some controversy about the
definition of desmoplasia, many authors suggest that it
confers tumoural growth and invasive advantages in
¢SCC (3, 19, 32). In the prospective study by Brantsch
etal. (3), the local recurrence rate, but not the metastatic
risk, was found to be higher in desmoplastic cSCC. In
contrast, other authors have found this pattern to be as-
sociated with metastatic riskin cSCC (19, 24,32). These
heterogeneous results may reflect the lack of a common
consensus in defining desmoplasia.

There are several limitations in our report that should
be stated. First, there are potential errors due to there-
trospective nature of our study. Second, all of the centers
that participated in the study are reference university
hospitals that are more likely to receive previously treated
and aggressive tumours. This may account for the high
number of recurrent tumours among MSCC samples in
our series (20.4%).

In conclusion, we studied desmoplasia, the fibrotic
burden and fibrosis patterns in a series of MSCC and
NMSCCsamples. Although fibrosisis a frequent finding
in both aggressive and indolent tumours, our findings
suggest that a myxoid pattern, together with an inflam-
matory exclusion (immature fibrotic pattern), is strongly
associated with metastatic risk. Although it is perhaps
premature to recommend the study of fibrotic patterns
during routine examinations by pathologists, it is true that
we all commonly observe that cSCC ending with small
clusters or single tumoural cells, often surrounded by a
stromal reaction, have a worse prognosis. This is due to
the fact that these cells that can migrate and produce vas-
cular or neural invasions. Our work has focused on this
aspectand we have found that is not only the presence of
isolated tumoural cells that increases the metastatic risk,
also known as tumour budding, but also the microenvi-

Acta Derm Venereol 2019



ActaDV

ActaDV

94

E. Hernandez-Ruiz et al.

ronment surrounding these cells that plays a role in bad
prognoses. Ifourresults are confirmed in further studies,
the pattern of peritumoural fibrosis should be weighed
as an additional factor to consider in histopathological
assessments of cSCC with a prognostic value.
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DISCUSION

“Es mucho mas dificil juzgarse a si mismo que
juzgar a los demas. Si logras juzgarte bien a ti
mismo, eres un verdadero sabio.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943
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DISCUSION

El papel de proteinas de la familia Polycomb en numerosos tipos de tumor, tanto sélidos
como hematoldgicos, ha sido ampliamente descrito. Sin embargo, Unicamente algunos
estudios descriptivos han analizando la expresion de BMI1 y EZH2 en el inicio del
proceso de carcinogénesis de lesiones cutaneas de estirpe queratinocitica y
melanocitica, viéndose un aumento progresivo en la expresion de algunas proteinas
Polycomb en paralelo al grado de displasia, tanto en el paso de queratosis actinica a
CEC® como en el desarrollo de melanomas'®.

101,102

En otros tumores sélidos como carcinoma de células renales , carcinoma de células

de Merkel'® y carcinoma de prostata', se ha visto una asociacién entre la
sobreexpresion de EZH2 y el desarrollo de metastasis y una supervivencia disminuida.

No obstante se han realizado pocos trabajos que estudien el papel de Polycomb en el

desarrollo de metastasis en carcinoma cutaneo.

En el presente trabajo profundizamos en el papel de dichas proteinas en el proceso
metastasico en CEC. Con ese objetivo, inicialmente se evalué la expresion de diferentes
proteinas de la familia Polycomb en una serie de CEC. Esta serie se utilizé en trabajos
previos de nuestro grupo, obteniéndose muestras de seis hospitales terciarios de
Espanfa, e incluye 56 CEC primarios que dieron lugar a metastasis (metastasicos) y 51
CEC primarios no metastasicos (grupo control) que no habian desarrollado metastasis
en un periodo minimo de seguimiento de 5 afios. También incluia 39 metastasis (35

linfaticas y 4 cutaneas en transito).
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Se registraron una serie de variables clinicas (sexo, edad, inmunosupresion,
recurrencias, diametro tumoral) asi como histologicas (profundidad tumoral, invasion

vascular y/o linfatica, budding).

Para poder evaluar la expresion de los represores epigenéticos Polycomb (PcG) en
nuestra serie, se construyeron TMAs (tissue microarrays) que permiten trabajar con
muestras de numerosos tumores en una sola laminilla. Se realizaron tinciones de IHQ
en los TMAs para valorar la expresién de tres proteinas representativas de la familia

Polycomb; EZH2 (PRC2), RING1B y BMI1 (PRC1).

No observamos diferencias en cuanto a la expresién de BMI1 entre el grupo de CEC
control y metastasico. Por el contrario la expresion de EZH2 y de RING1B estaba
significativamente aumentada en los CEC metastéasicos respecto a los controles. Xie y
colaboradores® habian demostrado previamente un aumento secuencial de la
expresion de EZH2 desde la lesion precursora, queratosis actinica, al tumor invasivo, o
CEC. En nuestro trabajo hemos podido comprobar que este aumento en la expresion
se mantiene mas alla del inicio del proceso de carcinogénesis y niveles altos de
expresion de miembros de la familia de Polycomb se correlacionan con el desarrollo de
metastasis. En cuanto a RING1B, éste es el primer estudio en el que se valora su

expresion en cancer cutaneo.

Para estudiar el papel de las proteinas Polycomb empleamos una linea celular de CEC,
SCC13, con capacidad invasiva. Mediante RNA de interferencia (shRNA) realizamos la
deplecion estable de las tres proteinas Polycomb (BMI1, RING1B, EZH2). En estas
células con deplecion de Polycomb realizamos un analisis de expresion génica para ver

las secuencias reguladas por éstas.

40



La representacion de las secuencias génicas reguladas por cada proteina mediante el
diagrama de Venn nos permitié identificar las secuencias correguladas por las tres
proteinas. Utilizamos un programa informatico, el IPA (Ingenuity Pathway Analysis),

para identificar en que via/s celulares estan implicados estos genes.

Dado que la sobreexpresion de EZH2 y RING1B se asociaba al desarrollo de metastasis
en nuestra serie de CEC, centramos nuestro estudio en la identificacion de los
transcritos corregulados por estas dos proteinas. El IPA identifico un enriquecimiento en
la expresion de genes relacionados con la via de NF-xf# en aquellas células con

deplecién de RING1B o con deplecion de EZH2.

La via NF-xf3 es una via formada por diversos componentes. Dos de los componentes,
p105 y p100, se producen como proteinas precursoras inactivas citoplasmaticas
inhibidas por su unién a Ixf. Una vez Ixf3 es fosforilado se degrada por ubiquitinizacion
y ambos precursores, p105 y p100, son procesados mediante protedlisis a p50 y p52,
respectivamente. Los otros componentes de la via como c-Rel, RelA y RelB no son
procesados. Todos los componentes comparten una region de 300 aminoacidos en el
extremo aminoterminal llamada NF-xf/Rel/Dorsal (NRD) que les permite la
dimerizacion, la unioén al ADN y la union al inhibidor 1x4.

Cuando los componente procesados por protedlisis, p50 y p52, son traslocados al
nucleo e inducen la expresién de genes implicados en respuesta inmune, tales como
TNFe, IL-1, IL-6, II-8; reactantes de fase aguda y factores de crecimiento

hematopoyético como el factor estimulante de colonias granulociticas o GM-CSF'%.
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El array de expresién revel6 que las células con niveles bajos de Polycomb presentaban
enriquecimiento en transcritos que codifican proteinas implicadas en inflamacién y

respuesta inmune.

Este resultado a nivel transcripcional fue validado a nivel de proteina. Para ello se
obtuvieron extractos proteicos de las lineas estables SCC13 con niveles bajos de EZH2

y RING1B (shEZH2 y shRING1B) y valoramos mediante western blot (WB) la expresion

de proteinas de la via NF-x£.

En el analisis por western blot (WB) observamos incrementos en los niveles de
expresion de p100 en las células SCC13 con deplecion de RING1B y EZH2. Al preparar
fracciones nucleares y citoplasmaticas de células SCC13 shRING1B y shEZH2, el
analisis por WB reveld que estas células presentaban un aumento en las fracciones

nucleares de p100/ NF-xf52 y p52/ NF-x(2; asi como de p50/ NF-x31, sugiriendo una

activacion de las vias clasica y alternativa de NF-x5.

NIK es una quinasa imprescindible para la activacion de la via alternativa NF-x£.
Mediante WB se observd que en los extractos proteicos de células SCC13 shEZH2 y
shRING1B presentaban aumentos de NIK, sugiriendo una activacién de la via

alternativa cuando los niveles de RING1B o de EZH2 son bajos.

Los niveles bajos de RING1B y EZH2 en los CEC no metastasicos permitirian, por tanto,

la activacién de la via alternativa (y posiblemente también de la candnica) de NF-«8.
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Ya que esta via ésta implicada en inflamacion y regulacion de la respuesta inmune, nos
planteamos si la activacion de la via NF-xf favoreceria una mayor respuesta inmune

antitumoral que evite el desarrollo de enfermedad a distancia.

Para analizar dicha posibilidad, valoramos el infiltrado inflamatorio en el frente de
avance tumoral, cualitativa y semicuantitativamente, mediante una tincién
hematoxilina/eosina de los mismos TMAs utilizados para el estudio de la expresion de
Polycomb. El analisis estadistico permitié constatar que los CEC no metastasicos
presentaban una densidad de neutrdfilos, eosindfilos y linfocitos CD8" superior a la que

presentaban los CEC metastasicos.

Con el fin de investigar la relacion directa entre la respuesta inmune, la célula tumoral y
las proteinas del grupo Polycomb, realizamos estudios in vitro de quimiotaxis. Estos
estudios nos permitieron observar que las células hematopoyéticas tienen mas actividad
quimiotactica hacia células SCC13 con deplecién de Polycomb. En concreto, en el caso
de las células con deplecion de BMI1 la quimiotaxis de neutrdfilos era significativamente

superior versus células controles.

Aunque inicialmente habiamos realizado una valoracion del infiltrado inflamatorio en
TMAs, este estuido en los cilindros tumorales de sélo 2mm tenia limitciones, ya que
dichas muestras se habian seleccionado para generar un TMA con representacién del

frente de avance tumoral, fundamentalmente del componente epitelial del tumor.

En nuestro segundo trabajo decidimos valorar todo el estroma tumoral en su totalidad y
para ello utilizamos cortes-laminillas completos tefidos por HE, en las que quedaba
representado todo el tumor y el estroma acompanante; un total de 102 laminillas (50 de

CEC metastasicos y 52 CEC control).
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El papel del estroma en la progresion tumoral cada vez gana mas importancia, y ha
pasado de ser considerado un simple espectador de la célula tumoral a ser una parte
activa y critica en el proceso de metastasis'®. Buena muestra de esta importancia
creciente es el desarrollo de nuevos farmacos empleados en oncologia cuya diana
terapéutica no es la célula tumoral sino puntos de regulacion del sistema inmune como

los farmacos anti PD-L1%.

En CEC son escasos los estudios centrados en el estudio del estroma tumoral y sus
implicaciones prondsticas. Se ha estudiado el papel de algunos marcadores vasculares,
sobretodo de estirpe linfatica como D2-40 o podoplanina, cuya expresiéon se ha visto

aumentada en CEC metastasicos, sobretodo en el frente de avance tumoral®.

El papel de PD-L1 también ha sido estudiado en CEC. Garcia-Diez y colaboradores’”
han demostrado una asociacién entre la expresion de PD-L1 y el riesgo de desarrollo de
metastasis, asi como con recurrencia, mala diferenciacion histolégica e invasion

perineural.

En 2018, la US Food and Drug Administration (FDA) aprobd cemiplimab, un inhibidor de
PD-1, para el tratamiento de pacientes afectos de CEC localmente avanzado o
metastasico, no candidatos a cirugia y/o radioterapia con intencion curativa. La dosis
aprobada fue de 350mg de administracién endovenosa cada 3 semanas'®. Su
aprobacion fue en base a un estudio multicéntrico en el que demostraron tasas de
respuesta a cemiplimab de hasta un 50%, tanto en pacientes con CEC localmente
avanzado como en CEC metastasicos'®. En el estudio sélo se incluyeron pacientes
inmunocompetentes, no se incluyeron pacientes con enfermedades autoinmunes que
precisaban tratamiento inmunosupresor, pacientes trasplantados o pacientes con

infeccion por VIH, hepatitis B o C.
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Entre los efectos secundarios mas frecuentes constaban diarrea, fatiga, nauseas vy,
menos frecuentes, efectos secundarios autoinmunes.

Recientemente, algunos autores han visto asociacion entre las alteraciones
cromosomicas y la respuesta a los tratamientos con inhibidores de punto de control
inmunitario, como por ejemplo, la ganancia en el niumero de copias del brazo largo del

cromosoma 3, 3q, que se asocia a una mayor respuesta a cemiplimab'"’.

Otro componente relevante del estroma tumoral es el “esqueleto” sobre el que se
sostienen tanto las células tumorales como las células inflamatorias, la matriz
extracelular.

En 2009 Martins'"' demostré que la deplecion del colageno VII, presente en la

membrana basal, favorece el desarrollo de CEC mas invasivos.

El colageno presente en el estroma tumoral tampoco ha pasado desapercibido. La
desmoplasia se ha visto asociada a mal pronéstico en diversos tipos de tumores sdlidos
y resistencia al tratamiento quimioterapico, quizas el caso mejor estudiado es el

adenocarcinoma de pancreas''2.

Aunque la definicion de desmoplasia en el CEC pueda ser controvertida, se acepta
comunmente como la presencia de nidos o cordones de células tumorales rodeados por
estroma en minimo un tercio del tumor. Algunos autores como Brantsch®® han observado
una asociacion entre desmoplasia y recurrencia tumoral.

En un trabajo reciente de CEC esclerosante observaron que este tipo de tumor es mas
frecuente en varones mayores de 50 afios, en cuero cabelludo y en 9 de los 16 casos

(56.25%) presentaban invasion perineural asociada'".
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Con el fin de estudiar los diferentes patrones de fibrosis en nuestra serie de CEC
tomamos como referencia un articulo realizado en pacientes con carcinoma colorrectal

114

en el que Ueno y colaboradores ” identifican 3 tipos de reaccion fibrética con

implicaciones prondsticas.

Realizamos un estudio descriptivo de los tipos de reaccion fibrética en laminillas tefiidas
por HE. Definimos 3 patrones de reaccion fibrética siguiendo el modelo de Ueno. Un
hallazgo importante fue observar que en las zonas con cambios mixoides estos solian
estar rodeando pequefios nidos de células tumorales o gemas tumorales junto con la

ausencia de infiltrado inflamatorio.

La presencia de gemas tumorales se ha asociado a mal prondstico en CEC**'. Algunos
autores han demostrado que estas células tumorales presentes en las gemas sufren
TEM* y podrian desarrollar metastasis.

Este tipo de reaccion inmadura caracterizada por areas de fibrosis mixoide, rodeando
gemas tumorales, con ausencia de inflamacion podrian equivaler a santuarios exentos
de respuesta inmune antitumoral y que se asociarian a un mayor riesgo de desarrollo

de metastasis en nuestra serie de CEC.

Este hallazgo iria en concordancia a los resultados del primer estudio en el que vimos
que los CEC metastasicos sobreexpresan los represores PcG que inhiben la via NF-xf

y por lo tanto la respuesta inmune antitumoral.
La determinacion mediante técnicas de inmunohistoquimica de dos represores

epigenéticos de la familia Polycomb, EZH2 y RING1B, pueden tener valor prondstico en

CEC. Hemos demostrado la asociacion entre la sobreexpresion de estos dos
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marcadores y el desarrollo de metastasis en nuestra serie de CEC, tal como se ha visto

asociado previamente en otros tumores sélidos.

Su deplecion en lineas celulares de CEC se asocia a la activacion de la via NF-x6y a

un aumento de citoquinas implicadas en la respuesta inmune antitumoral.

En nuestro segundo trabajo hemos observado que un tipo de reaccion fibrética
inmadura, caracterizada por gemas tumorales rodeadas por un estroma mixoide y
ausencia de infiltrado inflamatorio se asocia al desarrollo de metastasis. No pensamos
que sean dos conceptos independientes, ambos se asocian al desarrollo de metastasis
y en ambos hay una disminucion del infiltrado inflamatorio lo que favoreceria el escape

de la célula tumoral y el desarrollo de enfermedad a distancia.
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CONCLUSIONES

“Lo hermoso del desierto es que en cualquier
parte esconde un pozo.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943
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CONCLUSIONES

1. Los niveles altos de expresion de EZH2 y RING1B en CEC se asocian al
desarrollo de metastasis; sin embargo, los niveles altos de BMI1 se asocian

a recurrencia.

2. EZH2 y RING1B regulan la via NF-xf implicada en la respuesta inmune. La
deplecién de las proteinas Polycomb se asocia a una activacion de la via

alternativa NF-xp.

3. Identificamos un patrén de fibrosis mixoide caracterizado por la presencia de
gemas tumorales, depdsito de material mixoide y ausencia de inflamacion

peritumoral, que se asocia al desarrollo de metastasis.

4. El patrén de fibrosis mixoide es mas especifico pero menos sensible que la

presencia de gemas tumorales como marcador de mal pronéstico en CEC.
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LINEAS DE FUTURO

“Cuando el misterio es demasiado
impresionante, es imposible desobedecer.”

Le petit Prince. Antoine de Saint-Exupery.1943
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LINEAS DE FUTURO

1.

Teniendo en cuenta que tanto la sobreexpresién de Polycomb como el patréon
de fibrosis inmadura se asocian ha una disminuciéon o ausencia del infiltrado
inflamatorio asi como a un mayor riesgo de metastasis, seria de interés estudiar
la expresion de Polycomb en areas con gemas tumorales (budding) y/o areas

de fibrosis inmadura.

Nuestro grupo ha demostrado que la sobreexpresion de PD-L1 en las células
tumorales se asocia al desarrollo de metastasis y a la gemacion tumoral pero no

se ha valorado su asociacion con la expresion de Polycomb.

Los inhibidores de Polycomb, en concreto EZH2, se han empleado en otros
tumores solidos. En futuros trabajos se podria evaluar si el tratamiento con
inhibidores de EZH2 disminuye las caracteristicas tumorales asociadas a mal
pronéstico como la invasividad tumoral, la proliferacion celular, y/o aumenta la
quimiotaxis de celularidad inflamatoria hacia medios celulares en los que se ha

inhibido EZH2.
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