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RESUMO 

 

 

Bomfim GCC. Análise de expressão imunohistoquímica de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 no 

tecido metastático e avaliação de seu papel prognóstico em carcinoma renal de células 

claras metastático. [Dissertação de Mestrado]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 2023. 

 

Introdução: Apesar dos grandes avanços no tratamento sistêmico com as terapias anti-VGFR 

e os CPIs, os pacientes com CCRm ainda são tratados da mesma forma. Há apenas fatores 

clínicos e laboratoriais prognósticos, mas não preditivos de resposta, como já existem em outros 

tumores. A busca de biomarcadores falhou em todos os estudos de fase III que ditam as terapias 

atuais, representando uma área de grande desafio no tratamento dos CCRm. O entendimento da 

heterogeneidade, não somente intratumoral no tumor primário, como também nas metástases, 

torna este desafio ainda maior. Onde poucos estudos analisaram biomarcadores nas metástases. 

Materiais e Métodos: Foram analisados dados de 60 pacientes com CCRccm tratados no 

A.C.Camargo Cancer Center. O propósito desta análise foi estudar a expressão imuno-

histoquímica de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em tecido de metástase de carcinoma de células claras 

renal e sua eventual associação com desfechos clínicos e prognóstico na doença. 

Resultados: Para a análise de sobrevida global, a ausência de nefrectomia, existência de 

metástase óssea e metástase em tecido mole conferiram um prognóstico ruim aos pacientes 

analisados. Com relação a análise de sobrevida livre de progressão as variáveis grau ISUP e 

metástase em tecido mole conferiram um pior prognóstico aos pacientes analisados. Com 

relação as variáveis clínicas, para a análise de sobrevida global, os pacientes que apresentaram 

KPS < 80 apresentaram prognóstico pior. Com relação a análise de sobrevida livre de 

progressão, os pacientes que apresentaram as variáveis de KPS < 80 e hipercalcemia 

apresentaram um pior prognóstico. Foi observado significância estatística para o marcador 

molecular PD-1 para a análise de sobrevida global, as amostras sem a expressão a expressão de 

PD-1 apresentaram mediana de 73,9 meses, enquanto os pacientes que apresentaram expressão 

deste biomarcador não atingiram a mediana (p=0,044).  

Conclusão: Quando avaliadas na metástase de carcinoma de células claras renal a expressão 

imuno-histoquímica de PD-1 tem papel prognóstico para sobrevida global, porém o marcador 

não se mostrou ser uma variável de importância prognóstica independente das outras variáveis. 



A expressão de IHQ de PD-L1 e CLTA-4 em CCRccm não demonstrou ter um papel 

prognóstico.  

Palavras-chave: biomarcadores, câncer renal metastático, PD-L1, PD-1 e CTLA-4. 

  



ABSTRACT 

 

Bomfim GCC. Analysis of immunohistochemical expression of PD-1, PD-L1 and CTLA-4 

in metastatic tissue and assessment of their prognostic role in metastatic clear cell renal 

carcinoma. [Dissertação]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 2023. 

 

Introduction: Despite major advances in systemic treatment with anti-VGFR therapies and 

checkpoint inhibitors (CPIs), patients with metastatic renal cell carcinoma (mRCC) are still 

treated in the same way. There are only prognostic clinical and laboratory factors, but not 

predictive or selector of therapies, as they already exist in other tumors. The search for 

biomarkers has failed in all phase III studies that dictate current therapies, representing an area 

of great challenge in the treatment of mRCC. The understanding of heterogeneity, not only 

intratumoral in the primary tumor, but also in metastases, makes this challenge even greater. 

Few studies have analyzed biomarkers in metastasis. 

Materials and Methods: Data from 60 patients with mCRC treated at the A.C.Camargo Cancer 

Center were analyzed. The purpose of this analysis was to study the IHQ expression of PD-1, 

PD-L1 and CTLA-4 in renal clear cell carcinoma metastasis tissue and their eventual 

association with clinical outcomes and prognosis in the disease. 

Results: For the analysis of overall survival, the absence of nephrectomy, presence of bone 

metastasis and metastasis in soft tissue conferred a poor prognosis to the patients analyzed. 

Regarding the analysis of progression-free survival, the variables ISUP grade and soft tissue 

metastasis conferred a worse prognosis to the patients analyzed. Regarding clinical variables, 

for the analysis of overall survival, patients who had KPS < 80 had a worse prognosis. 

Regarding the analysis of progression-free survival, patients who presented the variables of 

KPS < 80 and hypercalcemia had a worse prognosis. Statistical significance was observed for 

the molecular marker PD-1 for the analysis of overall survival, patients who lost PD-1 

expression had a median of 73.9 months, while patients who showed expression of this 

biomarker did not reach the median (p =0.044). 

Conclusion: When evaluated in renal clear cell carcinoma metastasis, the 

immunohistochemical expression of PD-1 has a prognostic role for overall survival, but the 

biomarker was not shown to be a variable of prognostic importance independent of the other 

variables. IHQ expression of PD-L1 and CLTA-4 in CCRccm has not been shown to have a 

prognostic role.  



Keywords: biomarkers, metastatic kidney cancer, PD-L1, PD-1 and CTLA-4.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1.  EPIDEMIOLOGIA DOS TUMORES RENAIS 
 

Em todo o mundo, o carcinoma de células renais (CCR) representa o sexto câncer 

diagnosticado com mais frequência em homens e o décimo em mulheres, representando 5% e 

3% de todos os diagnósticos oncológicos, respectivamente 1. As taxas de incidência de CCR 

têm aumentado e, em contextos de populações com alta renda, isso pode ser parcialmente 

devido a um aumento na detecção incidental de massas renais quando a imagem abdominal é 

realizada para queixas musculoesqueléticas ou gastrointestinais inespecíficas. Embora a 

maioria das lesões detectadas sejam tumores pequenos, a doença localmente avançada continua 

a ser diagnosticada em uma proporção notável de pacientes. Dezessete por cento dos pacientes 

se apresentam metastático no momento do diagnóstico e 20 a 40% dos pacientes com doença 

localizada irão eventualmente desenvolver doença metastática depois da cirurgia 2.  

No Brasil, segundo dados de 2020, 4.753 pacientes morreram de câncer renal, enquanto 

11.971 brasileiros foram diagnosticados com a doença 3. Considerando dados mundiais, no 

total, o número de novos casos de câncer renal foi 337.860 (213.924 eram homens e 123.936 

mulheres) e 143.406 mortes (90.802 casos em homens e 52.604 em mulheres) registrados, em 

2022 4. 

Os principais fatores de risco associados ao câncer renal são: tabagismo, obesidade e 

hipertensão. Algumas condições clínicas que estão associadas ao CCR são doença renal crônica 

e diabetes mellitus. Indivíduos negros possuem um risco maior de desenvolvimento da doença 

que indivíduos brancos. Homens possuem um risco duas vezes maior que mulheres 5. Com 

relação a fatores protetores, o consumo moderado de álcool levou a um decréscimo de 20% no 

risco associado ao câncer renal 6. Além disso, a realização de atividade física esteve relacionada 

a um risco de câncer renal 13% menor quando comparada ao sedentarismo 7. A maioria dos 

casos de câncer de rim é esporádica, com apenas 3% a 5% ocorrendo em um contexto familiar. 

A síndrome de Von Hippel-Lindau (VHL) é a síndrome genética mais comum associada a um 

aumento do risco de câncer renal e corresponde a aproximadamente 1% dos carcinomas de 

células renais 8,9. Além da síndrome de VHL, os tumores renais hereditários são encontrados 

nas seguintes entidades: carcinoma de células renais papilar (CCRp) hereditário, síndrome de 

Birt-Hogg-Dubé, leiomiomatose hereditária, síndrome de câncer colorretal sem polipose, 

síndromes de hamartomas homóloga de fosfatase e tensina, translocação constitucional do 

cromossomo 3 e CCRcc familiar não sindrômico 10.  
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1.2.  CLASSIFICAÇÃO HISTOLÓGICA E MOLECULAR DOS TUMORES 

EPITELIAIS RENAIS 
 

1.2.1. Carcinoma de células claras 

 

O carcinoma renal de células claras corresponde de 75% a 85% dos carcinomas renais 

11. Histologicamente o CCR de células claras (CCRcc) é bem delimitado e geralmente não há 

cápsula. A superfície de corte é amarelada devido à grande quantidade de lipídios nas células, 

com possível presença de áreas de necrose e hemorragia. Associa-se a deleção do cromossomo 

3p e a mutação do gene von Hippel-Lindau (VHL) no cromossomo 3p25, incluindo genes 

supressores de tumores adicionais, como por exemplo SETD2, BAP1 e PBRM1; todos os genes 

são identificados próximos ao gene VHL dentro de uma região que é frequentemente excluída 

nos pacientes com CCRcc 12. 

A proteína VHL, produto deste gene supressor de tumor, indiretamente desempenha um 

papel na capacidade das células de sair do ciclo celular. Assim, a proteína VHL é supressora de 

tumor que regula a angiogênese, a formação de matriz extracelular e o ciclo celular. Porém este 

mecanismo, que causa esta transformação neoplásica nestas células, não está completamente 

compreendido 13.  

Um dos domínios da proteína VHL interage com o fator indutor de hipóxia 1 (HIF), que 

por sua vez faz a mediação da resposta celular à hipóxia. Na perda de VHL, ocorre acúmulo de 

HIF, que ativa a transcrição de genes indutores de hipóxia, por exemplo o fator de crescimento 

endotelial (VEGF), além de aumentar o transporte de glicose para o meio intracelular e interagir 

com o ciclo celular com consequente aumento da capacidade proliferativa 14,15. 

Cerca de 50% dos CCRcc se apresentam em estágios I e II e menos de 5% em estágio 

IV (AJCC-TNM) 16. Os CCRcc geralmente geram metástases via veia cava principalmente para 

o pulmão, embora também ocorram metástases linfáticas. O CCRcc é bem conhecido por sua 

propensão a metástases para locais incomuns, e metástases tardias, mesmo após dez anos ou 

mais, não são incomuns. Embora não faça parte formal do sistema de classificação, o 

componente sarcomatoide tem um efeito fortemente negativo, muitos desses pacientes morrem 

em menos de 12 meses 11. 

 

1.2.2. Carcinoma papilífero 

 

O CCRp é o segundo tipo histológico mais comum de CCR, correspondendo 

aproximadamente a 10% das neoplasias renais. A apresentação deste tipo de tumor é geralmente 



3 

 

multifocal e bilateral. O CCRp é tradicionalmente subdividido em dois tipos 17,18 . 

Macroscopicamente, o CCRp é bem circunscrito com uma pseudocápsula, de cor amarela ou 

marrom e estrutura macia. Comparado ao CCRcc, o CCRp tem uma taxa significativamente 

mais alta de tumor confinado a órgãos (pT1-2N0M0) e uma taxa mais alta de sobrevida câncer 

específica (SCE) em cinco anos 19.  

 

1.2.3. Carcinoma cromófobo 

 

No geral, o carcinoma de células renais cromófobo (CCRcr) é caracterizado como uma 

massa bronzeada pálida, homogênea e firme, bem demarcada e sem cápsula. O CCR cromófobo 

não pode ser classificado pelo sistema de classificação de Fuhrman, devido à sua atipia nuclear 

inata. A perda dos cromossomos Y, 1, 2, 6, 10, 13, 17 e 21 são alterações genéticas típicas. O 

prognóstico é relativamente bom, com altas taxas de sobrevida livre de progressão (SLP) e 

sobrevida câncer específica (SCE) em dez anos 17.  

____ 

1.3.  TRATAMENTO PARA CÂNCER DE CÉLULAS RENAIS 

LOCALIZADO  
 

O tratamento cirúrgico é a principal intervenção para o tratamento do CCR. Uma revisão 

sistemática evidenciou que nefrectomia parcial para doença localizada foi associada a um tempo 

reduzido para morte de qualquer causa em comparação com a nefrectomia radical, enquanto as 

taxas de eventos adversos graves, sobrevida câncer específica e tempo de recorrência foram 

semelhantes entre os dois grupos 20. 

Um estudo comparou os resultados de sobrevida em pacientes com CCRcc (> 7 cm) 

tratados com nefrectomia parcial vs. nefrectomia radical com acompanhamento de longo prazo 

(mediana > 8 anos). O grupo foi submetido à nefrectomia parcial teve uma sobrevida global 

(SG) mediana (p = 0,014) e uma sobrevida câncer específica mediana (p = 0,04) mais longas, 

significativamente 21. Em uma metanálise que comparou nefrectomia parcial vs. nefrectomia 

radical, em pacientes com CCR (cT1b e T2), foi observado que o grupo que foi submetido à 

nefrectomia parcial teve uma probabilidade menor de recidiva do tumor e mortalidade câncer 

específica 22.  

O estudo CARMENA, que analisou o tratamento local associado ao tratamento 

sistêmico, randomizou pacientes para a nefrectomia citorredutora seguida de tratamento com 

sunitinibe vs. sunitinibe como monoterapia. Foi utilizado o grupo de risco MSKCC (Memorial 
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Sloan Kettering Cancer Center). Os dados de 450 pacientes com CCRccm foram analisados. 

Considerando sobrevida global como desfecho primário, o benefício clínico foi 

significativamente maior no braço de sunitinibe monoterapia, a razão de risco (RR) para morte, 

0,89; intervalo de confiança de 95%, 0,71 a 1,10. A SG mediana foi 18,4 meses no grupo de 

sunitinibe monoterapia e 13,9 meses no grupo de nefrectomia associado ao sunitinibe. Portanto, 

os autores concluíram que a nefrectomia citorredutora não deve mais ser considerada o padrão 

de tratamento em pacientes com CCRccm. No entanto, permanecem dúvidas sobre quais 

pacientes ainda podem se beneficiar do tratamento local, especialmente no grupo de risco 

intermediário, com apenas um fator de risco. Enquanto na nova era de uso da imunoterapia, o 

papel da cirurgia citorredutora ainda não foi completamente estabelecido em estudos 

randomizados 23. 

 

1.4. TRATAMENTO SISTÊMICO PARA O CÂNCER DE CÉLULAS RENAIS 

METASTÁTICO 
 

1.4.1. Imunoterapia 

 

O bloqueio do ponto de verificação imunológico com anticorpos monoclonais inibe o 

receptor de células T programmed cell death protein 1 (PD-1) ou cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4 (CTLA-4), sinalizando para restaurar a imunidade de células T específicas 

do tumor, ou seja, diminuindo as sinalizações inibitórias do sistema imunológico. Um ensaio 

clínico de fase III com uso de nivolumabe (um anti PD-1) vs. everolimo após uma ou duas 

linhas de terapia direcionada a vascular endothelial growth factor (VEGF) reportou SG maior, 

melhor qualidade de vida e menos eventos adversos de grau 3 ou 4 com uso de nivolumabe do 

que com o de everolimo. O nivolumabe proporcionou SG superior ao everolimo (RR: 0,73, IC 

95%: 0,57-0,93, p <0,002) em CCR refratário a terapia direcionada a VEGF com SG mediana 

de 25 meses para o nivolumabe e 19,6 meses para o everolimo. O estudo incluiu 15% de 

pacientes de baixo risco, conforme os critérios do MSKCC. Não houve benefício em SLP com 

nivolumabe. 24. 

O estudo de fase III CheckMate 214 investigou a combinação de nivolumabe e 

ipilimumabe (um anti CTLA-4) em comparação com sunitinibe no tratamento de primeira linha 

do CCRm. Pacientes inelegíveis para check point inhibitor (CPI) ou terapia direcionada para 

VEGFR não foram incluídos. O ensaio teve desfechos triplos co-primários de taxa de resposta, 

SG e SLP em grupos de risco intermediário e pobre, conforme definido pelo International 

Metastatic RCC Database Consortium (IMDC). Mil e noventa e seis pacientes foram 
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randomizados, 847 dos quais tinham doença de risco intermediário ou pobre. Na população do 

estudo, 23%, 61% e 17% dos pacientes tinham doença de risco favorável, intermediário e pobre, 

respectivamente. Dois por cento da população intention to treat (ITT) e 28% da população de 

risco intermediário / pobre com expressão quantificável de PD-L1 foram classificados como 

positivo para a expressão por imuno-histoquímica do biomarcador PD-L1 (> 1% da coloração 

de células tumorais com anticorpo 28.8). O estudo atingiu os desfechos primários de taxa de 

resposta e sobrevida global. Porém não atingiu o desfecho de SLP 25. Os tumores com alta 

expressão do biomarcador PD-L1, no início do estudo, foram associados a uma melhor SLP 

com nivolumabe mais ipilimumabe do que com sunitinibe (SLP HR: 0,48 95% IC: 0,28-0,82). 

Enquanto os pacientes da coorte PD-L1-negativa, nos dois grupos de tratamento, apresentaram 

SLP quase idêntica (HR: 1,0 95% IC: 0,74-1,36). Portanto, o biomarcador PD-L1 parece 

preditivo para SLP 25. 

O estudo de fase III, KEYNOTE-426, avaliou a combinação pembrolizumabe + 

axitinibe vs sunitibe. O estudo randomizou pacientes com CCRcc, com pelo menos uma lesão 

metastática mensurável, não tratados previamente para receber pembrolizumabe (200 mg) por 

via intravenosa uma vez a cada 3 semanas mais axitinibe (5 mg) por via oral duas vezes ao dia, 

ou sunitinibe por via oral uma vez ao dia durante as primeiras quatro semanas de cada ciclo de 

seis semanas. Os desfechos primários foram SG e SLP. Após um acompanhamento mediano de 

12,8 meses, a porcentagem estimada de pacientes vivos aos 12 meses foi de 89,9% no grupo de 

pembrolizumabe + axitinibe e 78,3% no grupo de sunitinibe (RR para morte: 0,53; intervalo de 

confiança de 95% [IC], 0,38 a 0,74; P <0,0001). A SLP mediana foi 15,1 meses no grupo 

pembrolizumabe + axitinibe e 11,1 meses no grupo sunitinibe (RR para progressão da doença 

ou morte, 0,69; IC 95%, 0,57 a 0,84; P <0,001). Entre os pacientes com CCRcc, não tratados 

previamente, o tratamento com pembrolizumabe mais axitinibe resultou em SG e SLP 

significativamente maiores, além de maior taxa de resposta, do que o tratamento com sunitinibe 

26. 

1.4.2. Inibidores de tirosina quinase  

 

Sorafenibe é um inibidor multi-quinase oral, que foi comparado ao placebo após falha 

de imunoterapia sistêmica ou em pacientes não candidatos para imunoterapia. A medicação 

apresentou melhores taxas de SLP (RR: 0,44; IC 95%: 0,35-0,55, p <0,01). Em pacientes com 

CCRm não tratados previamente, o sorafenibe não foi superior ao interferon alfa (IFN-α) 

(estudo de fase II) 27. 
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Sunitinibe é um outro inibidor de tirosina quinase oral e possui atividade antitumoral e 

antiangiogênica. O sunitinibe como monoterapia de segunda linha (após citocinas) em pacientes 

com CCRm demonstrou uma resposta parcial em 34-40% e doença estável, por mais de 3 

meses, em 27-29% dos pacientes. A monoterapia de primeira linha com sunitinibe demonstrou 

SLP significativamente mais longa em comparação com IFN-α. A sobrevida global foi maior 

em pacientes tratados com sunitinibe (26,4 meses) vs. INF-α (21,8 meses), mesmo com o 

cruzamento de pacientes do braço INF- α para o braço sunitinibe 28. 

Cabozantinibe é um inibidor oral da tirosina quinase, incluindo tyrosine-protein kinase 

Met (MET), vascular endothelial growth fator receptor (VEGFR) e tyrosine-protein kinase 

receptor UFO (AXL). Um estudo clínico de fase III, randomizado, investigou cabozantinibe 

vs. everolimo em pacientes com CCRccm que falharam em uma ou mais terapias direcionadas 

a VEGFR. Cabozantinibe proporcionou melhores taxas de SLP em comparação com everolimo 

na doença refratária à terapia direcionada a VEGFR (HR: 0,58 IC 95%: 0,45-0,75). A mediana 

de SLP para cabozantinibe foi 7,4 meses (IC 95%: 5,6-9,1) vs. 3,8 meses (IC 95%: 3,7-5,4) 

para everolimo. A SG mediana foi 21,4 meses (IC 95%: 18,7 a não estimável) com 

cabozantinibe e 16,5 meses (IC 95%: 14,7-18,8) com everolimo em CCR resistente a VEGFR. 

A RR para óbito foi de 0,66 (IC 95%: 0,53-0,83, p = 0,0003) 29. 

O estudo CHECKMATE 9ER avaliou a combinação de nivolumabe + cabozantinibe em 

comparação com sunitinibe, em primeira linha, para pacientes com CCRccm. A SLP mediana 

foi 16,6 meses (intervalo de confiança de 95% [IC], 12,5 a 24,9) com nivolumabe mais 

cabozantinibe e 8,3 meses (IC de 95%, 7,0 a 9,7) com sunitinibe (RR, 0,51; 95% CI, 0,41 a 

0,64; p <0,001). A probabilidade de sobrevida global em 12 meses foi 85,7% (IC 95%, 81,3 a 

89,1) com nivolumabe mais cabozantinibe e 75,6% (IC 95%, 70,5 a 80,0) com sunitinibe (RR, 

0,60; IC 98,89%, 0,40 a 0,89; p=0,001). A porcentagem que pacientes que atingiu resposta 

objetiva foi 55,7% dos pacientes que receberam nivolumabe mais cabozantinibe e em 27,1% 

daqueles que receberam sunitinibe (p<0,001). Os benefícios de eficácia com nivolumabe mais 

cabozantinibe foram consistentes em todos os subgrupos 30.  

O axitinibe é um inibidor oral seletivo de segunda geração de VEGFR 1, 2 e 3. O 

axitinibe foi avaliado primeiro como tratamento de segunda linha. No estudo AXIS, o axitinibe 

foi comparado ao sorafenibe em pacientes que haviam anteriormente falhado no tratamento 

com citocinas ou agentes direcionados (principalmente sunitinibe). A mediana de SLP foi maior 

para axitinibe do que sorafenibe, a diferença na SLP foi maior em pacientes nos quais o 

tratamento com citocinas falhou. Para aqueles nos quais o sunitinibe falhou, o axitinibe foi 

associado a melhores taxas de SLP do que o sorafenibe (mediana de 4,8 contra 3,4 meses). A 
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sobrevida global foi um desfecho secundário do estudo, a análise final do sobrevida global não 

mostrou diferenças significativas entre axitinibe ou sorafenibe 31. 

O estudo CLEAR randomizou pacientes com CCRccm, em primeira linha, para três 

diferentes tratamentos: lenvatinibe (20 mg por via oral uma vez ao dia) mais pembrolizumabe 

(200 mg por via intravenosa uma vez a cada 3 semanas), lenvatinibe (18 mg por via oral uma 

vez ao dia) mais everolimo (5 mg por via oral uma vez ao dia) ou sunitinibe (50 mg por via oral 

uma vez ao dia, alternando 4 semanas recebendo tratamento e 2 semanas sem tratamento). As 

taxas de SLP foram maiores com lenvatinibe mais pembrolizumabe do que com sunitinibe 

(mediana, 23,9 vs. 9,2 meses; RR, 0,39; intervalo de confiança de 95% [IC], 0,32 a 0,49; P 

<0,001). As taxas de SLP foram maiores com lenvatinibe mais everolimo do que com sunitinibe 

(mediana, 14,7 vs. 9,2 meses; taxa de risco, 0,65; IC 95%, 0,53 a 0,80; P <0,001). A SG foi 

maior com lenvatinibe mais pembrolizumabe do que com sunitinibe (taxa de risco para morte, 

0,66; IC 95%, 0,49 a 0,88; P = 0,005), mas não foi maior com lenvatinibe mais everolimo do 

que com sunitinibe (RR, 1,15; 95% CI, 0,88 a 1,50; P = 0,30) 32. 

Conforme a última atualização das diretrizes da European Society of Medical Oncology 

(ESMO), as opções terapêuticas em primeira linha do CCRccm permanecem orientadas pelo 

IMDC. A combinação de pembrolizumabe mais axitinibe é recomendada independentemente 

dos subgrupos prognósticos IMDC e status do biomarcador PD-L1, enquanto a combinação de 

nivolumabe mais ipilimumabe é restrita a pacientes com doença de risco intermediário e pobre. 

Os inibidores de tirosina quinase VEGFR agora só são recomendados em caso de 

contraindicação para as combinações acima mencionadas 33. Enquanto o National 

Comprehensive Cancer Network (NCCN) indica para o tratamento em primeira linha, 

independentemente de subgrupos prognósticos: axitinibe mais pembrolizumabe, cabozantinibe 

mais nivolumabe, ou lenvatinibe mais pembrolizumabe. Para os pacientes de risco pobre, ou 

intermediário: ipilimumabe mais nivolumabe, ou cabozantinibe 34.   

O estudo CARMENA, que analisou o tratamento local associado ao tratamento 

sistêmico, randomizou pacientes para a nefrectomia citorredutora seguida de tratamento com 

sunitinibe vs. sunitinibe como monoterapia. Foi utilizado o grupo de risco MSKCC (Memorial 

Sloan Kettering Cancer Center). Os dados de 450 pacientes com CCRccm foram analisados. 

Considerando sobrevida global como desfecho primário, o benefício clínico foi 

significativamente maior no braço de sunitinibe monoterapia, a razão de risco (RR) para morte, 

0,89; intervalo de confiança de 95%, 0,71 a 1,10. A SG mediana foi 18,4 meses no grupo de 

sunitinibe monoterapia e 13,9 meses no grupo de nefrectomia associado ao sunitinibe. Portanto, 

os autores concluíram que a nefrectomia citorredutora não deve mais ser considerada o padrão 
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de tratamento em pacientes com CCRccm. No entanto, permanecem dúvidas sobre quais 

pacientes ainda podem se beneficiar do tratamento local, especialmente no grupo de risco 

intermediário, com apenas um fator de risco. Enquanto na nova era de uso da imunoterapia, o 

papel da cirurgia citorredutora ainda não foi completamente estabelecido em estudos 

randomizados 23. 

 

 

1.5.  FATORES PROGNÓSTICOS E BIOMARCADORES  
 

Um biomarcador é uma medida objetiva de processos biológicos normais, processos 

patogênicos ou respostas farmacológicas à intervenção terapêutica. O objetivo principal de se 

determinar um biomarcador é refinar a previsão da progressão do tumor, a capacidade de 

resposta de determinada terapia e as taxas de sobrevida 35. Para tratamento do CCRcc 

metastático com nefrectomia, vários fatores são preditivos, como idade, sexo, tempo entre a 

nefrectomia a o aparecimento de metástases, localização, trombo tumoral, histologia, 

estadiamento TNM, grau nuclear entre outros fatores. Para pacientes tratados com sunitinibe, o 

modelo prognóstico do MSKCC incorpora cálcio sérico corrigido, número de sítios 

metastáticos, nível de hemoglobina (Hb), nefrectomia anterior, presença de metástase em 

pulmão e fígado, status de performance do Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG-PS), 

trombocitose, tempo desde o diagnóstico até o tratamento, nível de fosfatase alcalina e lactato 

desidrogenase (LDH) 36. Por outro lado, o sistema de pontuação de sobrevida livre de 

metástases da Mayo Clinic combina o estágio do tumor, o status do linfonodo regional, o 

tamanho do tumor, o grau nuclear de Fuhrman 37. Tais marcadores identificam pacientes com 

câncer que estão em alto risco de recidiva metastática, potenciais candidatos para tratamento 

adjuvante e estratificam diferentes riscos de desfechos (por exemplo, recidiva da doença e SLP). 

A presença ou ausência destes marcadores pode ser útil para a seleção do tratamento, mas não 

prediz a resposta a este tratamento até o momento 38. 

 

1.6.  FATORES CLÍNICOS E ANATOMOPATOLÓGICOS  
 

Vários modelos para a determinação de prognóstico em pacientes com CCRm já foram 

relatados (Tabela 1).  
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Tabela 1 - Modelos prognósticos para CCRm  

  

KPS Tempo entre 

diagnóstico e 

tratamento 

Hb Plt Neu Cálcio 

corrigido 

LDH Fosfatase 

alcalina 

Inflamação Metástase Terapia prévia Ref 

n Fígado NTx RTx ITx 

IMDC X X X X X X                 39 

MSKCC  

1999 X   X     X X         X     40 

2002 X X X     X X               36 

Cleveland Clinic   X X     X X     X 1 X   X   41 

Foundation Model  

French Model   X X           X X X       42 

International Kidney 

Cancer Working 

Group Model 

X X X   X X X X   X       X 
43 

JMRC model   X X       X     X 2 X       44 

Fonte: Autoria própria. 

Legenda: 1. número de locais metastáticos com base na presença do fígado, pulmão e nódulo linfático; 2. número de locais metastáticos 

com base em metástases somente de fígado, somente osso ou metástases em múltiplos órgãos. 

 

IMDC: International Metastatic Renal Cancer Database Consortium; MSKCC: Memorial Sloan Kettering Cancer Center; JMRC: Japanese Metastatic 

Renal Cancer; KPS: karnofsky performance status; Hb: hemoglobina; ITx: imunoterapia; Neu: neutrófilos; NTx: nefrectomia; Plt: plaquetas; RTx: 

radioterapia;  
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A classificação MSKCC é um dos modelos de prognóstico mais difundidos para o 

CCRm, estabelecido com base nos dados de 670 pacientes com CCRm tratados com terapia 

com citocinas ou quimioterapia. A classificação do MSKCC consiste em cinco parâmetros:  

1. Status de performance determinado pelo escore de Karnofsky < 80%; 

2. Lactato desidrogenase (LDH) alta (LDH > 1,5 x limite superior do normal); 

3. Anemia (hemoglobina baixa, menor que o limite inferior do normal);  

4. Hipercalcemia (cálcio corrigido > 10 mg/dL);  

5. Pacientes não nefrectomizados.  

Com base nesses parâmetros, os pacientes foram estratificados em três grupos com 

prognóstico diferente:  

(i) Grupo de risco favorável;  

(ii) Grupo de risco intermediário;  

(iii) Grupo de risco pobre.  

Esse modelo foi revisado com base nos dados de pacientes tratados com imunoterapia, 

incluindo o INF-α; e um dos parâmetros, “não nefrectomizado”, foi substituído por “o tempo 

desde o diagnóstico inicial do CCR até o início da terapia com IFN-alpha menor que 1 ano 40. 

Outro modelo prognóstico, o modelo IMDC, baseado na análise de 645 pacientes com 

CCRm que foram tratados em primeira linha com sunitinibe, sorafenibe e IFN-a + 

bevacizumabe. Uma pontuação de Karnofsky PS < 80, anemia, hipercalcemia, trombocitopenia, 

neutrofilia, e o período entre o diagnóstico e o início do tratamento menor que um ano foram 

identificados como parâmetros prognósticos através de análise multivariada. Pacientes com 

zero, um a dois e três a seis fatores de mau prognóstico foram classificados em um grupo de 

prognóstico favorável, grupo de prognóstico intermediário e grupo de prognóstico pobre, 

respectivamente. Esses modelos foram testados em outras coortes que realizaram terapia 

direcionada de segunda e terceira linha e foram confirmados para prever com precisão o 

prognóstico dos pacientes 39,45,46. 

 

1.7.  FATORES MOLECULARES 
 

Nenhum dos marcadores moleculares estudados até agora melhorou claramente o valor 

preditivo dos sistemas prognósticos atuais e, até agora, nenhum deles foi validado. Seu uso 

rotineiro na prática clínica não é, no momento, recomendado. Numerosos marcadores já foram 

estudados, como anidrase carbônica IX (CaIX), VEGF, fator indutor por hipóxia (FIH), Ki67 



11 

 

(proliferação), p53, p21, PTEN (homólogo de fosfatase e tensina), ciclo celular, E-caderina, 

osteopontina CD44 (adesão celular), CXCR4 47,48,49,50. 

Vários estudos retrospectivos e grandes programas de triagem molecular identificaram 

genes mutados no CCRcc com resultados clínicos distintos. A expressão dos genes BAP1 e 

PBRM1, situados no cromossomo 3p em uma região deletada em mais de 90% dos CCRcc, tem 

se mostrado como fator prognóstico independente para recidiva tumoral. Relatórios publicados 

sugerem que pacientes com tumores com mutação no gene BAP1 têm resultados piores em 

comparação com pacientes com tumores mutantes no gene PBRM1. Dados validados de séries 

cirúrgicas podem prever recidiva usando uma assinatura de dezesseis genes. É provável que 

essa assinatura seja adotada em ensaios clínicos e possa ser útil no ambiente clínico em alguns 

anos 51,52,53,54. 

Relacionado ao impacto prognóstico da expressão proteica de PBRM1 e BAP1 no tecido 

metastático de pacientes com CCRcc metastático. Pacientes com CCRcc metastático que 

apresentam perda da expressão de BAP1 no tecido metastático demonstraram taxas de 

sobrevida baixas e representam um grupo de risco relevante para recidiva do tumor e morte 55. 

O mesmo grupo avaliou ainda o valor prognóstico da expressão de PD-L1 para carcinoma de 

células renais localmente tratado cirurgicamente e suas implicações para estratificação de risco. 

A positividade para PD-L1 foi significativamente associada a piores resultados para pacientes 

com CCR localizado no seguimento intermediário. Esse marcador pode ajudar a estratificar os 

pacientes para uma vigilância mais rigorosa após o tratamento cirúrgico e fornece uma base 

para a terapia com CPI no cenário adjuvante 56. 

Em outro estudo, do mesmo grupo de pesquisadores, foi demonstrado que pacientes 

com tumores em estágio inicial que apresentam perda concomitante de PBRM1 e BAP1 

demonstraram piores taxas de sobrevida e representam um grupo de risco relevante para 

recidiva tumoral e óbito. O grupo avaliou o impacto prognóstico da expressão imuno-

histoquímica de BAP1 e PBRM1 em pacientes com CCRcc em estágio inicial (pT1 – 

pT2N0M0). Um total de 441 pacientes tratados cirurgicamente para CCRcc em estágios I e II 

(TNM-AJCC 2010), entre 1990 e 2016, foram selecionados. Todos os casos foram revisados 

para reclassificação uniforme e as áreas tumorais mais representativas foram selecionadas para 

a construção de um tissue microarray (TMA). Das 441 amostras de CCRcc imunocoradas, 91 

(20,6%) e 107 (24,3%) não apresentaram expressão de PBRM1 e BAP1, respectivamente. 

Cinquenta e oito pacientes (13,2%) apresentaram expressão negativa de ambos os marcadores 

(PBRM1- / BAP-). Houve uma associação entre o padrão de expressão de ambos os marcadores 

e parâmetros clássicos, como estágio Tp (P <0,001), tamanho do tumor (p <0,001) e grau do 
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tumor (p <0,001). A ausência de expressão de PBRM1 e BAP1 foi associada a taxas mais baixas 

de SCE e sobrevida livre de recidiva. Quando os pacientes foram agrupados na presença de 

expressão positiva de um ou ambos os marcadores vs. pacientes PBRM1- / BAP1-, a SCE e as 

taxas foram 95,3% vs. 77,6%, respectivamente (p <0,001). O grupo de pacientes sem a 

expressão de PBRM1/BAP1 apresentou maior risco de morte específica por câncer (razão de 

risco = 2,722, p = 0,007) e recidiva da doença (RR = 2,467, P = 0,004) na análise multivariada 

57. 

A ausência de expressão de PBRM1 é um fator prognóstico ruim no CCRcc. Foi 

realizada análise imuno-histoquímica e de RNAm da subunidade polibromo-1 do complexo 

SWI / SNF (SWItch / Sacarose não fermentável) (PBRM1) no CCRcc e seu impacto nos 

desfechos clínicos. Duzentos e treze pacientes, que foram submetidos à nefrectomia, foram 

selecionados para esta análise. Além disso, a expressão de RNAm foi analisada pela técnica de 

polymerase chain reaction (PCR). Cento e doze amostras de CCRcc imunomarcadas, 34 

(30,4%) eram PBRM1-negativas e 78 (69,6%) eram PBRM1-positivas. A expressão de PBRM1 

foi associada ao estágio do tumor, estágio clínico, estágio N e tamanho do tumor. PBRM1 

influenciou significativamente a recidiva do tumor e morte relacionada ao tumor. As taxas de 

SCE para pacientes cujas amostras apresentaram expressão positiva e negativa de PBRM1 

foram 89,7% e 70,6%, respectivamente (p = 0,017). Taxas de sobrevida livre de recidiva em 

pacientes com expressão positiva e negativa de PBRM1 foram 87,3% e 66,7%, respectivamente 

(p = 0,048) 58. 

 

1.8.  BIOMARCADORES EM IMUNONCOLOGIA DO CCRCC 
 

1.8.1. PD1  

 

PD-1, também referido como CD279, foi descoberto em 1992 pela primeira vez em 

linhas celulares LyD9 (progenitor hematopoiético murino) e 2B4-11 (hibridoma de células T 

murino) privados de interleucina-3 (IL-3). PD-1 é 15% semelhante à sequência de aminoácidos 

de CD28, 20% semelhante a CTLA4 e 13% semelhante ao co-estimulador de células T 

induzido. PD-1 é uma proteína transmembrana de 55 kDa contendo 288 aminoácidos com um 

domínio N-terminal extracelular (semelhante a IgV), um domínio que permeia a membrana e 

uma cauda citoplasmática localizada nas extremidades N e C, respectivamente, com duas bases 

de tirosina 59,60,61.  

PD-1 é um inibidor das respostas imunes adaptativas e inatas, e é expresso em linfócitos 

T ativados, natural killer (NK) e B, macrófagos, células dendríticas (DCs) e monócitos. PD-1 é 
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altamente expresso em células T tumor-específicas. Fatores de transcrição como fator nuclear 

de células T ativadas (FNCTA), NOTCH, proteína Forkhead box (FOX) O1 e fator regulador 

9 de interferon (IFN-FR9I) podem desencadear a transcrição de PD-1. As regiões reguladoras 

B e C (CR-B e COR-C) são importantes para a expressão do gene PD-1 62,63. Há um sítio de 

ligação na região CR-C que está conectado ao NFATc1 (NFAT2) nas unidades TCD4 e TCD8. 

O c-FOS se conecta a locais na região CR-B e aumenta a expressão de PD-1 quando estimula 

os receptores de células T após a detecção de antígeno em células T naive. O NFATc é ativado 

e se liga à região do promotor do gene pdcd1. Além disso, IFN-α combinado com IRF9 pode 

resultar na expressão de PD-1 via ligação ao promotor do gene pdcd1 em células T exauridas. 

Durante infecções crônicas, PD-1 é expresso em células T CD8 exauridas devido ao seu 

promotor desmetilado, e o fator de transcrição FOXO1 se liga ao promotor PD-1 para aumentar 

sua expressão 64,65,66.  

PD-1 desempenha duas funções opostas, pois pode ser benéfico e prejudicial. No que 

diz respeito aos seus efeitos benéficos, desempenha um papel fundamental na redução da 

regulação de respostas imunes ineficazes e na manutenção da tolerância imunológica.  Por outro 

lado, do ponto de vista prejudicial, o PD-1 contribui para a expansão das células malignas, 

interferindo nas respostas imunes67. 

Com a finalidade de estudar a expressão de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 por IHQ, 342 

amostras de tumor CCR consecutivas foram analisadas. Os valores prognósticos de SCE e SG 

foram analisados para aqueles não expostos à terapia com CPI. A expressão de PD-1 em 

linfócitos do infiltrado tumoral (LIT) e PD-L1 em células tumorais foi detectada em 9,4% e 

12,3%, respectivamente (pontuação imunológica reativa (PIR)> 0). Além disso, a expressão de 

PD-L1 em LIT e a expressão de CTLA-4 em LIT (> 1% de células positivas) foi detectada em 

4,8% e 6,3%. A expressão de PD-1 e expressão de CTLA-4 foram significativamente associadas 

a uma pior SG SCE. Pacientes com expressão de CTLA-4 e expressão de PD-1 combinadas 

estão em maior risco de piores desfechos: SG e SCE. Em pacientes com CCR, a expressão de 

PD-1 em LIT e a expressão de CTLA-4 em LIT estão associadas a piores SG e SCE. A 

combinação da expressão de PD-1 e CTLA-4 em LIT pode identificar pacientes de alto risco 

68. 

O microambiente tumoral do CCR é diferente daquele de outros tipos de tumor. Uma 

diferença notável é a influência das células T CD8 que se infiltram no tumor. Na maioria dos 

cânceres, o aumento da densidade de CD8 está associado a um melhor prognóstico, enquanto 

dados mostram que no CCR, o aumento da densidade de células T CD8 está associado a um 

pior prognóstico. Essa relação é válida para lesões metastáticas e tumores primários. Os 
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mecanismos subjacentes a esse achado aparentemente paradoxal são atualmente desconhecidos. 

Um estudo recente identificou um subgrupo de pacientes com infiltração elevada de células T 

CD8; expressão aumentada de moléculas como PD-1 e gene de ativação de linfócitos-3 e uma 

escassez de células apresentadoras de antígenos funcionais, esses pacientes têm desfechos 

particularmente ruins. Assim, enquanto os mecanismos precisos envolvidos permanecem 

indefinidos, a relação da densidade de CD8 com prognóstico clínico indica, que CCRcc é 

imunologicamente distinto de outros tipos de tumor 69. 

 

1.8.2. PD-L1 

 

O ligante PD-1 (PD-L1; também referido como CD279 e B7-H1), pertence à série B7 e 

é uma glicoproteína transmembrana tipo 1 de 33 kDa que contém 290 aminoácidos com 

domínios Ig- e IgC em sua região extracelular.70  A associação da expressão de PD-L1 com 

maior grau e pior prognóstico de tumores malignos foi relatada em alguns estudos 7172. 

Muitos fatores têm alguma influência na expressão de PD-L1. Não existe um protocolo 

padronizado para avaliar a expressão de PD-L1, incluindo procedimento de IHQ, o ponto de 

corte da amostra corada e a escolha do anticorpo. Os ensaios clínicos que investigaram a 

expressão de PD-L1 usaram diferentes ensaios de diagnóstico, por isso é difícil comparar os 

casos definidos como “PD-L1-positivo” em um estudo com aqueles em outros 73. 

PD-L1 é geralmente expresso por macrófagos, algumas células T ativadas e células B, 

células dendríticas e algumas células epiteliais, particularmente em condições inflamatórias 74. 

Além disso, PD-L1 é expresso pelas células tumorais como um "mecanismo imune adaptativo" 

para escapar das respostas antitumorais 75. O PD-L1 está associado a um ambiente imunológico 

rico em células T CD8, produção de citocinas Th1 e fatores químicos, além de interferons e 

características específicas de expressão gênica 76.  

IFN-γ induz a proteína quinase D isoforma 2 (PKD2), que é importante para a regulação 

de PD-L1. A inibição da atividade de PKD2 inibe a expressão de PD-L1 e promove uma forte 

resposta imune antitumoral. As células NK secretam IFN-γ através das vias Janus quinase 

(JAK) 1, JAK2 e transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT) 1, aumentando a 

expressão de PD-L1 na superfície das células tumorais 77. Estudos em células de melanoma 

mostraram que IFN-γ secretado por células T através da via JAK1 / JAK2-STAT1 / STAT2 / 

STAT3-IRF1 pode regular a expressão de PD-L1. As células T e NK parecem secretar IFN-γ, 

que induz a expressão de PD-L1 na superfície das células alvo, incluindo células tumorais 78. 
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PD-L1 atua como um fator pró-tumorigênico em células cancerosas por meio da ligação aos 

seus receptores e ativação de vias de sinalização proliferativas e de sobrevivência. Este achado 

indicou ainda que PD-L1 está implicado na progressão tumoral subsequente. Além disso, PD-

L1 demonstrou exercer efeitos proliferativos não imunes em uma variedade de tipos de células 

tumorais. Por exemplo, a transição epitelial-mesenquimal induzida por PD-L1 e indução de 

fenótipos semelhantes a células-tronco em células de câncer renal, indicando que a presença da 

via intrínseca de PD-L1 promove a progressão do câncer renal 79. 

Um dos primeiros estudos publicados sobre a relação prognóstica da expressão de PD-

L1 em pacientes com CCRcc, analisou, entre 2000 e 2004, 196 pacientes que foram submetidos 

a nefrectomia e 26 pacientes tiveram ressecção de metástases de CCRcc. A análise de IHQ foi 

realizada em cortes congelados tumorais usando um anticorpo monoclonal B7-H1 (PD-L1). 

Um patologista, especialista em patologias urológicas, quantificou a porcentagem de células 

tumorais e linfócitos positivos para B7-H1. Níveis variáveis de expressão de B7-H1 foram 

expressos em células tumorais CCR primárias (n=130 [66,3%]) e linfócitos infiltrantes de tumor 

primário (n=115 [58,7%]). Pacientes com alta expressão de B7-H1 em células tumorais 

primárias e/ou linfócitos foram significativamente mais propensos a morrer de CCR em 

comparação com pacientes com baixa expressão de B7-H1 (RR: 4,17; intervalo de confiança 

de 95% [IC 95%], 1,97–8,84; P 0,001). Das 26 amostras metastáticas, a expressão de B7-H1 

em células tumorais e linfócitos B7-H1 foi demonstrada em 17 (65,4%) e 18 (69,2%) amostras, 

respectivamente. No total, 14 (54,3%) amostras metastáticas tinham altos níveis agregados de 

B7-H1 em comparação com 44,4% nas amostras primárias de CCRcc. Pacientes com CCRcc 

com alta expressão de B7-H1 foram significativamente mais propensos a morrer, determinado 

por análise multivariada. Os autores também demonstraram que uma alta porcentagem de 

metástases de CCRcc de forma semelhante abrigava B7-H1 80. 

Uma análise retrospectiva de 33 pacientes com CCRccm, que foram submetidos a 

cirurgia e receberam terapias de alvo molecular, entre março de 2008 a abril de 2016. As 

amostras de tumor primário dos pacientes foram analisadas quanto à expressão de PD-1 e PD-

L1 por IHQ. A mediana da idade dos pacientes foi 64 anos e a maioria dos pacientes era do 

sexo masculino (81,8%). Todos os grupos de risco do Memorial Sloan Kettering Cancer Center 

foram representados entre os pacientes com 39,4% com risco favorável, 51,5% com risco 

intermediário e 9,1% com risco pobre. A expressão de PD-1 e PD-L1 foi observada em 16 

(48,5%) e 9 (27,3%) pacientes, respectivamente. A expressão de PD-1 e PD-L1 foi associada a 

um tumor renal primário maior, maior grau nuclear e característica sarcomatoide. A análise de 

Kaplan-Meier revelou que nenhuma diferença significativa na SLP com o uso de terapia 
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direcionada molecular de primeira linha foi encontrada em pacientes com a expressão de 

positiva ou negativa de PD-1 (P = 0,2396) e PD-L1 (P = 0,5919). No entanto, a expressão de 

PD-1 teve um impacto significativamente pior na SG (P = 0,0385), enquanto para a expressão 

de PD-L1 apenas uma tendência foi observada para SG (P = 0,1542). Os pacientes com 

expressão de PD-1 e PD-L1 apresentaram maior infiltração de CD4 no tumor primário (P 

<0,0001 para os dois grupos), CD8 (P = 0,0328 e P = 0,0044, respectivamente) e FOXP3 (P 

<0,0001 e P = 0,0033, respectivamente). A expressão de PD-1 e PD-L1 está significativamente 

associada a características clínico-patológicas adversas no CCRcc. Conforme sugerido pelos 

autores, a expressão de PD-1 pode ser um dos biomarcadores sugerindo piores desfechos em 

pacientes com CCRccm recebendo terapias direcionadas moleculares 81. 

Em uma análise prospectiva 30 pacientes que foram submetidos à nefrectomia radical 

ou parcial, com achados histopatológicos de CCR. A expressão de PD-L1 foi estudada em 

tecido tumoral com IHQ. Os pacientes foram acompanhados por um período de dois anos para 

recidiva da doença e mortalidade específica por câncer. A expressão de PD-L1 foi vista como 

associada a um grau e estágio mais elevados ao diagnóstico. A expressão de PD-L1 foi 

associada ao aumento estatisticamente significativo da incidência de recidiva da doença. 

Embora a mortalidade específica por câncer tenha sido maior em pacientes com expressão 

positiva de PD-L1, esta não foi considerada com significado estatístico 82.  

PD-L1 pode ser expresso por células tumorais, mas também por células imunes, 

incluindo células mieloides e linfócitos. Embora o status de PD-L1 seja reconhecido como um 

marcador preditivo de resposta à CPI em alguns tipos de tumor (por exemplo, carcinoma de 

pulmão de não pequenas células)83, ele não parece ser um biomarcador preditivo relevante no 

CCRccm. Nos estudos KEYNOTE 426 26 e Checkmate 214 84, os pacientes tratados com CPI 

(pembrolizumabe + axitinibe e nivolumabe + ipilimumabe, respectivamente) tiveram melhor 

sobrevida global em comparação com pacientes do grupo sunitinibe, independentemente do 

status de PD-L1 (o CPS de PD-L1 foi descrito como superior ou inferior a 1 no KEYNOTE 

426 e expressão de PD-L1 superior ou inferior a 1% no Checkmate 214). Além disso, no estudo 

JAVELIN RENAL 101 85, nenhuma diferença em termos de SLP foi demonstrada de acordo 

com o status de PD-L1 em relação aos pacientes tratados com avelumabe + axitinibe. 

 

 

1.8.2.1. Harmonização de testes PD-L1 em oncologia 
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O ensaio de PD-L1 é um procedimento de IHQ no qual o anticorpo primário reconhece 

e se liga a uma parte proteína chamada epítopo. Vários ensaios de PD-L1 foram desenvolvidos, 

cada um com um anticorpo específico que é projetado para se ligar a um epítopo diferente de 

PD-L1 e que foi criado para ser usado com um inibidor de checkpoint específico (Tabela 2). Os 

métodos diferem na escolha do clone de anticorpo, protocolo de coloração, plataforma e ponto 

de corte para o que é considerado expressão PD-L1 – positiva ou negativa em câncer de pulmão 

de não pequenas células (NSCLC), carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (HNSCC) e 

carcinoma urotelial (UC) 86. 
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Tabela 2 - Lista de anticorpos específicos para PD-L1 que já foram estudados em ensaios 

clínicos Fase III 

Anticorpo 

PD-L1 

Plataforma Sistema de 

detecção 

Agente Linha de corte 

NSCLC HNSCC UC 

SP263 Ventana 

BenchMark 

Ultra 

OptiView 

DAB IHQ 

Detection Kit 

Durvalumabe CT: 

≥25% 

CT: 

≥25% 

CT ou 

CI: 

≥25% 

22C3 Dako 

Autostainer 

Link 48 

EnVision 

FLEX 

visualization 

system 

Pembrolizumabe CT: 

≥1%, 

≥50% 

TPS 

CT ou 

CI: >1%, 

>50% 

CT e 

CI: 

≥10% 

TPS 

28–8 Dako 

Autostainer 

Link 48 

EnVision 

FLEX 

visualization 

system 

Nivolumabe CT: 

>1%, 

>5% 

>1%, 

>5% 

CT: 

>1%, 

>5% 

SP142 Ventana 

BenchMark 

Ultra 

OptiView 

DAB IHQ 

Detection Kit 

and OptiView 

Amplification 

Kit 

Atezolizumabe CT: 

≥10%, 

CI: 

≥50% 

CT: 

≥5%, CI: 

≥5% 

CT: 

≥5% 

73–10 Dako 

Autostainer 

Link 48 

EnVision 

FLEX 

visualization 

system 

Avelumabe CT: 

≥1%, 

50%, 

80% 

NA CT: 

≥5% 

Fonte: Adaptado de Ionescu DN, et al. 2018. 

Legenda: CT: células tumorais; CI: células do sistema imunológico; NA: não aplicável; 

NSCLC: non-small cell lung cancer; TPS: tumor proportion score; HNSC: head and neck 

squamous cell carcinoma 

 

Dadas as variações entre os métodos de teste, os ensaios PD-L1 provavelmente diferem 

em sua classificação de pacientes como PD-L1 - positivo ou negativo. Quando diferentes 

ensaios são usados, os pacientes podem ser classificados incorretamente com base no método 
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e na técnica de pontuação validada para um inibidor de checkpoint específico. Como 

consequência, os pacientes podem ser inadequadamente selecionados ou excluídos de um 

tratamento específico, potencialmente levando a toxicidades desnecessárias ou exclusão de 

tratamentos que poderiam melhorar os resultados. 

Foi realizado um projeto de comparabilidade de imuno-histoquímica para PD-L1, 

chamado Blue Print, com o objetivo de avaliar a viabilidade de harmonizar o uso clínico de 

cinco ensaios de IHC PD-L1 comerciais desenvolvidos de forma independente.  

O estudo foi conduzido usando 81 amostras de câncer de pulmão de vários tipos 

histológicos, corados com todos os cinco ensaios PD-L1 validados (22C3, 28-8, SP142, SP263 

e 73-10). As lâminas foram avaliadas por um painel internacional de patologistas. O estudo 

também avaliou a confiabilidade da pontuação de PD-L1 usando imagens digitais e amostras 

preparadas para exame citológico. A expressão de PD-L1 foi avaliada quanto à porcentagem de 

células tumorais (CT) e áreas de células imunes que mostraram expressão de PD-L1. O estudo 

consolidou a evidência analítica para intercambialidade dos ensaios 22C3, 28-8 e SP263 foram 

altamente comparáveis, enquanto que a sensibilidade do ensaio SP142 foi menor para 

determinar a pontuação da proporção do tumor em CTs 87. 

 

1.8.3. CTLA-4 

 

O antígeno 4 associado a linfócitos T citotóxicos (CTLA-4, CD152) é uma glicoproteína 

de membrana expressa por células T efetoras ativadas (Teffs) e participa na repressão da 

proliferação de células T, progressão do ciclo celular e produção de citocinas (IL-2, IFN- γ) 

88,89. CTLA-4 inibe a acumulação de mRNA de IL-2 estimulada por anti-CD3 / CD28 por 

células T CD41. Além disso, esta inibição é devida a um bloqueio na transcrição do gene 

responsável pela produção de IL-2 e pode ser uma consequência da inibição da ativação e 

translocação nuclear do fator de transcrição NF-AT. Uma consequência importante da co-

estimulação mediada por CD28 é a estabilização do mRNA de IL-2 e várias outras citocinas. 

Os resultados sugerem que a ligação de CTLA-4 não leva à desestabilização do mRNA de IL-

2. Este achado é consistente com a observação de que CTLA-4 não reverte a indução mediada 

por CD28 de Bcl-xL. Estes resultados sugerem fortemente que CTLA-4 não apenas neutraliza 

os efeitos co-estimuladores de CD28, mas pode agir em pontos diferentes ou adicionais na 

ativação de células T. A noção de que a co-estimulação de CTLA-4 e CD28 pode ter efeitos 

independentes é ainda apoiada por estudos recentes que demonstram que CTLA-4 pode 

funcionar na ausência de CD28 88. 
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CTLA-4 exerce sua função inibitória por meio de múltiplos mecanismos, incluindo 

competição com co-estimulação positiva para CD28 para ligação aos seus ligantes B7 

compartilhados (CD80 / CD86) nas células apresentadoras de antígeno, bem como efeitos 

inibitórios diretos através da cauda citoplasmática que se associa com moléculas de sinalização 

90. 

O CTLA-4 parece estar relativamente super expressa na população de células T CD4 

FOXP3-positivas que regulam negativamente as respostas imunes, das células T reguladoras 

(Tregs). Assim, o bloqueio de CTLA-4 provavelmente atenua a função Treg, o que leva a uma 

resposta antitumoral mais robusta. A expressão diferencial de PD-1 e CTLA-4 destaca um 

mecanismo potencial para sinergia terapêutica. Ao reverter a exaustão e inibir a função Treg, o 

bloqueio combinado de PD-1 / CTLA-4 foi a primeira combinação de CPI a demonstrar efeitos 

aditivos em animais, um resultado de um estudo pré-clínico recentemente traduzido em eficácia 

terapêutica no cenário de primeira linha em CCR metastático 91. 

Estudos mostraram que a expressão persistente de CTLA-4 em células neoplásicas de 

pacientes com câncer contribui para a progressão de tumores hematológicos e sólidos. 

Diferentes níveis de expressão de CTLA-4 em diferentes tipos de tumores podem influenciar o 

prognóstico. Por exemplo, a alta expressão de CTLA-4 foi detectada em câncer de pulmão de 

não pequenas células de tipo não escamoso e foi relacionada à idade do paciente e à 

diferenciação histológica, mas não ao prognóstico para desfechos clínicos 92. Níveis elevados 

de RNAm de CTLA-4 foram associados a um bom desfecho clínico e maior período de tempo 

para o início do tratamento na leucemia linfocítica crônica de células B (LLC)93. Em 

contrapartida, um estudo demonstrou que pacientes com câncer de mama com níveis mais altos 

de RNAm de CTLA-4 tinham metástases nos linfonodos axilares e um estágio clínico superior 

94.  

Liu e colaboradores, analisaram de forma abrangente o valor prognóstico de CTLA-4 

no CCRcc e seu impacto nos LIT, que pode ser benéfico para a resposta terapêutica dos 

inibidores de CTLA-4 em pacientes com CCRcc. Dadas as preocupações atuais causadas pela 

imunoterapia combinada, também foi investigada a relação entre CTLA-4 e outros pontos de 

verificação do sistema imunológico. Experimentos in vitro mostraram que o aumento de 

expressão de CTLA-4 em tecidos de CCRcc está intimamente relacionado à progressão da 

doença, bem como um mau prognóstico. Outro estudo demonstrou que CTLA-4 regula a 

ativação de células T e foi significativamente associado ao microambiente tumoral abundante 

em LIT, mas foi acompanhado por um fenótipo imunossuprimido. Em uma análise molecular 

mostrou-se que CTLA-4 foi associado a maior frequência da mutação da proteína 1 associada 
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a BRCA (BAP1). Além disso, foi evidenciado que CTLA-4 foi marcadamente correlacionado 

com vários pontos de verificação imunológicos, o que sugere que os pacientes com CCRcc e 

com expressão elevada de CTLA-4 podem se beneficiar da terapia combinada com CPI. Os 

autores concluíram que CTLA-4 tem um impacto profundo na microambiente tumoral de LIT 

e pode ser usado como um biomarcador com alto valor de prognóstico em CCRcc 95. 

 

1.8.4. Carga Mutacional Tumoral 

 

A carga mutacional tumoral (CMT) é um biomarcador emergente recentemente definido 

como preditivo para uma melhor resposta à imunoterapia. A definição de CMT é o número total 

de mutações por área de codificação do genoma do tumor, medido como mutações por 

megabase (mutações / Mb). As alterações genômicas que ocorrem nas células tumorais 

apresentam a capacidade de gerar neoantígenos (antígenos tumorais específicos), 

potencialmente processados e apresentados na superfície das células cancerígenas e, portanto, 

reconhecidos pelas células T, desencadeando a resposta antitumoral. A potencial associação de 

CMT com sensibilidade à imunoterapia é baseada na hipótese de que em tumores com CMT 

alta ocorre um aumento na produção de neoantígenos de superfície, estimulando assim a 

resposta do sistema imunológico antitumoral 96.  

No cenário de CCRm, evidências iniciais foram coletadas sobre este tópico em estudos 

recentes. Os escores de CMT exibem uma grande variabilidade através dos diferentes subtipos 

histológicos de CCR, variando de um nível muito baixo no tipo cromófobo a um valor 

comparável de CMT em células claras e tumores papilares e, além disso, CMT não está 

associado aos grupos de prognóstico clinicamente definidos de acordo com o IMDC e o 

MSKCC 97. Apesar de sua alta taxa de resposta à imunoterapia, CCR é dotado de um CMT 

baixo / médio, apenas 1,1 mutações / Mb, em comparação com melanoma e câncer de pulmão 

de não pequenas células que apresentam valores que variam de 10 a 400 mutações / Mb. No 

entanto, o CCR representa o tumor dotado de maior proporção de alterações de inserção / 

deleção, que representam uma classe mutacional altamente imunogênica, podendo levar à 

produção de neoantígenos 98. 

Os resultados sobre o valor prognóstico do CMT e sua correlação potencial com a 

resposta à imunoterapia no cenário de CCRm são conflitantes. Quanto à associação com o 

prognóstico, as evidências da literatura são controversas, pois alguns estudos relatam uma 

tendência de melhora da sobrevida com o aumento da CMT, enquanto outros observaram valor 

prognóstico negativo da CMT 99. 



22 

 

 

1.9.  HETEROGENEIDADE INTRATUMORAL E INTERTUMORAL  
 

A expressão de PD-1 / PD-L1 em tumores sólidos, como melanoma, câncer de bexiga, 

malignidades hematológicas, câncer de pulmão de não pequenas células pode ser usada como 

marcadores de prognóstico para prever o efeito terapêutico dos CPIs 100101. Embora a super 

expressão de PD-L1 no carcinoma de células renais tenha se mostrado associada a 

características patológicas e prognósticos ruins 102, sua expressão em tumores primários falhou 

em prever se os pacientes podem se beneficiar da inibição do eixo PD-1 / PD-L1. Na verdade, 

18% dos pacientes com CCR com PD-L1 negativo também se beneficiaram com o tratamento 

com CPIs, e ainda havia uma grande proporção de pacientes com PD-L1 positivo que não 

responderam ao tratamento 103. As explicações para a discrepância entre os resultados do ensaio 

e as expectativas envolvem muitas possibilidades. Dentre elas, a heterogeneidade do tumor 

pode desempenhar um papel importante, principalmente a heterogeneidade entre os tumores 

primários e metastáticos. 

A heterogeneidade intratumoral (HIT) pode promover a evolução e adaptação do tumor 

e dificultar as estratégias de medicina personalizada que dependem dos resultados de amostras 

de biópsia de tumor único. As análises de sequenciamento em larga escala de cânceres sólidos 

identificaram extensa heterogeneidade entre os tumores individuais e pode contribuir para a 

falha do tratamento e resistência aos medicamentos 104. 

Com a finalidade de analisar a HIT, foi realizado um sequenciamento de exoma, análise 

de aberração cromossômica e perfil de ploidia em várias amostras separadas espacialmente 

obtidas de carcinomas renais primários e sítios metastáticos associados. Foi caracterizada as 

consequências da heterogeneidade molecular intratumoral usando análise IHQ, análise 

funcional de mutação e perfil de expressão de RNA mensageiro. Os resultados mostraram que 

a evolução das mutações no CCR não ocorre de um forma linear e sim por um tronco e várias 

ramificações105. A reconstrução filogenética revelou crescimento tumoral evolutivo ramificado, 

com 63 a 69% de todas as mutações somáticas não detectáveis em todas as regiões tumorais 105. 

A heterogeneidade mutacional intratumoral foi observada para vários genes supressores 

de tumor convergindo para a perda de função; SETD2, PTEN e KDM5C sofreram múltiplas 

mutações inativadoras distintas e espacialmente separadas dentro de um único tumor, sugerindo 

evolução fenotípica convergente. Assinaturas de expressão gênica de bom e mau prognóstico 

foram detectadas em diferentes regiões do mesmo tumor. A composição alélica e a análise de 

perfil de ploidia revelaram extensa heterogeneidade intratumoral, com 26 de 30 amostras de 
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tumor de quatro tumores apresentando perfis de desequilíbrio alélico divergentes e com 

heterogeneidade de ploidia em dois de quatro tumores 105.  

Com o objetivo de comparar a expressão de PD-L1 em uma série de CCRm primários e 

suas metástases. Blocos de tecido de 53 CCRm primários e 76 metástases correspondentes 

foram analisadas. Foram selecionadas áreas com grau nuclear predominante e mais alto. As 

lâminas foram imunocoradas com um anticorpo anti-PD-L1 validado.  A expressão de PD-L1 

na membrana de células tumorais foi quantificada usando Hscore. A expressão em células LIT 

foi quantificada usando uma pontuação combinada. Foi observada em 11/53 casos (20,8%) uma 

coloração discordante de células tumorais com expressão de PD-L1 entre tumores primários e 

metástases. A positividade de células tumorais PD-L1 foi associada a um estágio T mais alto (p 

= 0,03) e a um grau nuclear de Fuhrman (GNF) mais alto (p <0,01). Em lesões individuais, a 

positividade de PD-L1 foi heterogênea e quase exclusivamente detectada em áreas de alto grau 

nuclear (p <0,001). Nenhuma diferença foi encontrada nos níveis de PD-L1 em LITs entre 

tumores primários e metástases (p = 0,82). A heterogeneidade da expressão de PD-L1 em 

CCRcc sugere que sua avaliação como biomarcador preditivo para o bloqueio de PD-L1 pode 

exigir a análise de lesões metastáticas. Notavelmente, uma vez que a expressão de PD-L1 foi 

detectada principalmente em áreas de alto grau nuclear, para evitar resultados falsos negativos, 

essas áreas devem ser selecionadas especificamente para avaliação 106. 

Em um estudo de casos de CCRm histologicamente diagnosticados por ressecção focal 

ou aspiração por agulha fina. Foram analisados pacientes com doença metastática no 

diagnóstico inicial com metástase ressecada ou biopsiada, com ou sem amostras do tumor 

primário. Foram excluídos pacientes com metástases suspeitas de serem decorrentes de câncer 

renal, sem rastreamento de evidência de tumor primário ou com resultado negativo no 

rastreamento. Parâmetros clínico-patológicos foram extraídos retrospectivamente, incluindo 

idade, sexo, sítios metastáticos, estágio T, status do Eastern Cooperative Oncology Group 

(ECOG), classificação IMDC, grau ISUP, tipo histológico, tratamento, status de nefrectomia e 

necrose tumoral. Os desfechos foram SLP e SG. SLP foi definido como o tempo desde o 

diagnóstico até a progressão da doença ou morte. SG foi definido como o tempo desde o 

diagnóstico até a morte por qualquer causa. A IHQ foi aplicada para detectar as expressões PD-

1, PD-L1 e PD-L2. Foi avaliada a intensidade de coloração e os resultados foram registrados 

nas seguintes categorias: intensidade de coloração de nula (0), fraca (1+), moderada (2+) e forte 

(3+). A positividade foi definida como expressão detectada em células T de infiltração tumoral 

> 5% (PD-1) ou células tumorais (PD-L1 e PD-L2) com intensidade de coloração ≥1 +. Cento 

e sessenta e três pacientes foram estudados, os resultados de IHC sugeriram uma maior taxa de 
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detecção de PD-L1 na metástase do que no sítio primário (χ2 = 4,66, p = 0,03). Entre os 

diferentes tumores metastáticos, PD-1 foi altamente expresso em linfonodos (65,3%) e pouco 

expresso no cérebro (10,5%) e metástases viscerais (12,5%). PD-L1 foi altamente expresso no 

pulmão / linfonodo (37,5%) e nas metástases ósseas (12,2%). Em termos de análise de 

sobrevida, os pacientes com expressão de PD-1 tanto no tumor primário quanto na metástase 

tiveram uma SG mais curta (HR: 1,59, IC 95% 1,08–2,36, p = 0,02). Além disso, a expressão 

de PD-L1 no tumor primário foi associada a uma SG mais curta (HR 2,55, IC 95% 1,06–6,15, 

p = 0,04). Os pesquisadores concluíram que PD-1, PD-L1 e PD-L2 foram expressos de maneira 

diferente entre tumores primários e metastáticos 107. 

A análise retrospectiva da expressão de PD-L1 em 34 pares combinados de nefrectomia 

e sítios metastáticos de pacientes com CCRm, foi encontrada uma fraca correlação entre a 

expressão entre sítios primários e metastáticos, sugerindo que a expressão de PD-L1 no tumor 

primário não pode selecionar pacientes para a utilização de inibidores de PD-1 e PD-L1. A 

terapia sistêmica foi administrada para tratar doença metastática, sendo assim, os autores 

avaliaram a diferença na expressão de PD-L1 entre os tecidos primários e metastáticos por testes 

t pareados. A expressão foi significativamente maior em amostras de tecido metastático versus 

primário (P <0,05). A expressão de PD-L1 é dinâmica, sua expressão depende da história da 

doença e dos tratamentos recebidos. Além disso, a variabilidade intratumoral é uma expressão 

diferente no tumor primário e metástases, o que explicaria as altas taxas de resposta obtidas 

apesar da negatividade de PD-L1 na lesão primitiva, devem ser consideradas quando a 

expressão deste biomarcador é examinada 108. 

 

1.10. TISSUE MICROARRAY (TMA) 
 

Avanços no campo da genética molecular humana revelaram mecanismos de doenças 

baseados em genes em muitas áreas da medicina. O estudo de novos marcadores de prognóstico 

e diagnóstico em diferentes amostras clínicas é um passo importante na tradução das novas 

descobertas da ciência básica para a prática clínica. Elucidar os mecanismos moleculares 

fundamentais que estão envolvidos na progressão gradual de tecidos normais para tumores 

malignos é essencial em nosso conhecimento em oncologia e deve levar a métodos aprimorados 

de detecção, tratamento e cura de cânceres. Estudos em tecidos identificaram vários novos 

marcadores, principalmente no nível genético. A validação desses marcadores usando as 

técnicas histopatológicas habituais é demorada, trabalhosa e cara, especialmente quando vários 

marcadores são testados em vários espécimes.  
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O TMA é uma técnica interessante para contornar essas dificuldades, já que a análise 

concomitante de diversos marcadores pode gerar um uso racional de reagentes, além de 

padronizar melhor as condições de reação e ainda permitir o uso mínimo de amostra. O TMA 

contém muitas pequenas amostras de tecido representativas de centenas de casos diferentes 

montados em uma única lâmina histológica e, portanto, permite a análise de alto rendimento de 

vários espécimes ao mesmo tempo. Os TMAs de tecido usam blocos de parafina produzidos 

pela extração de núcleos de tecido cilíndrico de diferentes blocos originais de parafina e 

reincorporando-os em um único bloco receptor (microarray) em coordenadas de matriz 

definidas. Usando esta técnica, até 1000 ou mais amostras de tecido podem ser agrupadas em 

um único bloco de parafina. Ele pode permitir a análise simultânea de alvos moleculares nos 

níveis de DNA, RNAm e proteína sob condições idênticas e padronizadas em uma única lâmina 

de vidro e fornecer preservação máxima e uso de amostras de tecido de arquivo, que muitas 

vezes são em número limitados. Esta técnica versátil, na qual a análise de dados é automatizada, 

facilita estudos retrospectivos e prospectivos de tecidos humanos. É uma ferramenta prática e 

eficaz para análise molecular de alto rendimento de tecidos que está ajudando a identificar 

novos marcadores de diagnóstico e prognóstico e alvos em cânceres humanos, e tem uma gama 

de aplicações potenciais em pesquisa básica, oncologia prognóstica e descoberta de 

medicamentos 109. 
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Fonte: Adaptado de Simon R, et al. 2004.  

Legenda: (A) Seção corada com hematoxilina e eosina (H&E) de um TMA de câncer de bexiga 

contendo 540 sítios de tecido. (B) Ampliação de um sítio de tecido H & E medindo 0,6 mm de 

diâmetro. (C) Análise de hibridização in situ de RNA (RNA-ISH). A expressão de mRNA do 

alvo é detectada com uma sonda oligonucleotídica antisense marcada radioativamente. A 

coloração preta indica as células que expressam o gene alvo. (D) Análise de IHQ de um sítio 

de tecido que detecta a expressão da proteína Her2. A ampliação mostra um sítio de tecido 

TMA do câncer de mama com coloração membranosa fortemente positiva (3+). (E) Análise de 

hibridização in situ de fluorescência (FISH). O sítio de tecido é contrastado com um corante 

fluorescente azul para permitir a identificação dos núcleos das células. A ampliação mostra 

alguns núcleos celulares com sinais específicos para o gene HER2 (sinais vermelhos) e a região 

centromérica do cromossomo 17 (sinais verdes). A alta proporção entre os sinais vermelho e 

verde indica uma amplificação do gene HER2. 

Figura 1 - Exemplos de aplicações de TMA.  
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Fonte: Simon R, et al. 2004. 

Legenda: (A) Multitumor TMA feito de tecidos congelados de diferentes órgãos. A parte maior 

do TMA contém tecidos tumorais e a parte menor na parte inferior contém tecidos normais dos 

órgãos correspondentes. (B) TMAs congelados frequentemente se tornam mais irregulares do 

que TMAs de tecidos incluídos em parafina. Portanto, uma distância ponto a ponto maior foi 

escolhida para evitar confusão se pontos específicos mudassem durante o corte. (C) Ampliação 

de um sítio de tecido corado com hematoxilina e eosina (H&E) (0,6 mm) mostrando boa 

preservação da histologia. 

Figura 2 - TMAs de tecidos congelados.  

 

1.11. JUSTIFICATIVA DO PROJETO  
 

Apesar dos grandes avanços no tratamento sistêmico com as terapias anti-VGFR e os 

CPIs, os pacientes com  
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CCRm ainda são tratados da mesma forma. Há apenas fatores clínicos e laboratoriais 

prognósticos, mas não preditivos ou selecionadores de terapias, como já existem em outros 

tumores. A busca de biomarcadores falhou em todos os estudos de fase III que ditam as terapias 

atuais, representando uma área de grande desafio no tratamento dos CCRm. O entendimento da 

heterogeneidade, não somente intratumoral no tumor primário, como também nas metástases, 

torna este desafio ainda maior. Poucos estudos analisaram biomarcadores nas metástases. 

Portanto, o presente estudo visa explorar e esclarecer melhor o papel prognóstico do marcadores 

PD1, PD-L1 e CTLA-4 no CCRm. 
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2. OBJETIVO 

 

2.1. OBJETIVO PRIMÁRIO 

 

Avaliar o padrão de expressão imunohistoquimica de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em tecido 

de metástase de carcinoma de células claras renal e seu papel como marcador prognóstico de 

sobrevida global. 

 

2.2. OBJETIVO SECUNDÁRIO 

 

Avaliar o padrão de expressão imunohistoquímica de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em tecido 

de metástase de carcinoma de células claras renal e seu papel como marcador prognóstico em 

sobrevida livre de progressão em 1ª linha de tratamento sistêmico.   
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. POPULAÇÃO DE ESTUDO 
 

Foi realizada uma análise retrospectiva de todos os pacientes com CCRccm em 

tratamento ou em acompanhamento na instituição no período de Janeiro de 2007 a Abril de 

2022, os dados destes pacientes foram coletados através do formulário que se encontra no 

Apêndice 1. A base de dados avaliada foi o banco de dados eletrônico de registro hospitalar do 

A.C.Camargo Câncer Center. Os registros foram feitos apenas para os pacientes que possuíam 

material patológico da metástase.  

 

Critérios de inclusão: 

• Pacientes com CCRm, maiores de 18 anos, com material patológico de metástase na 

anatomia patológica do A.C.Camargo Cancer Center; 

• Histologia do subtipo CCR para células claras; 

• Os pacientes poderiam ter realizado metastasectomia; 

• Os pacientes poderiam ter recebido tratamento sistêmico como imunoterapia, inibidores 

de tirosina quinase, inibidores da via de mTOR, além de inibidores de checkpoint.  

 

Critérios de exclusão: 

• Material arquivado em más condições para a elaboração de amostras para análise de 

IHC;  

• Prontuários com dados incompletos; 

• Pacientes que não foram tratados no A.C.Camargo Cancer Center. 

 

As seguintes variáveis foram analisadas: idade, gênero, realização de nefrectomia, 

classificação TNM AJCC 7ª edição (Anexo 2), estadiamento do CCRm, histologia, Grau de 

ISUP (Anexo 3), sítios metastáticos, realização de tratamento sistêmico, tempo entre o 

diagnóstico e início do tratamento sistêmico, tipo de terapia sistêmica utilizada em primeira 

linha, melhor resposta ao tratamento em primeira linha, tipo de terapia sistêmica utilizada em 

segunda linha, melhor resposta ao tratamento em segunda linha, tipo de terapia sistêmica 

utilizada em terceira linha, melhor resposta ao tratamento em terceira linha, concentração de 

hemoglobina, contagem de neutrófilos, contagem de plaquetas, concentração de lactato 
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desidrogenase, concentração de cálcio corrigido e escala de performance de Karnofski (Anexo 

4). Estas informações foram coletadas na introdução do primeiro tratamento sistêmico, ou no 

diagnóstico da primeira vez do surgimento da metástase.  

Os pacientes foram classificados de acordo com o critério de IMDC (Anexo 5), onde os 

pacientes sem fator de risco são considerados grupo favorável, pacientes com 1-2 fatores de 

risco são considerados grupo intermediário e pacientes com mais do que 3 fatores de risco são 

considerados grupo desfavorável 110. 

As análises patológicas foram realizadas através das lâminas de metástases, construídas 

em duplicatas, que foram construídas em um bloco de TMA. Todo o material se encontra 

arquivado no departamento de patologia do A.C.Camargo Cancer Center.  

. 

3.2. MONTAGEM DO BLOCO DE TISSUE MICRO ARRAY (TMA) E 

ANÁLISE POR IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

As amostras foram resgatadas do arquivo do Departamento de Anatomia Patológica e 

os blocos representativos do tumor foram selecionados por uma patologista da instituição 

(SMB). As áreas de interesse, definidas como aquelas com maior representatividade de células 

neoplásicas, foram marcadas com caneta permanente e identificadas nos blocos de parafina 

correspondentes (blocos doadores). Usando o TMA (Beecher Instrument, Silver Springe, MD, 

USA), foram retirados cilindros das áreas de interesse previamente identificadas e transferidos 

para novos blocos de parafina (blocos receptores). Para cada caso foram retirados dois cilindros 

de 1mm de duas áreas distintas do tumor, que foram distribuídos no bloco de parafina receptor 

de forma que cada amostra de um bloco doador ocupou uma determinada linha e uma 

determinada coluna no bloco receptor. 

O TMA foi seccionado no micrótomo (Leica, RM2255) na espessura de 4 µm.  

As lâminas foram posteriormente incubadas com os anticorpos anti-PD-1 (diluição 

1:50, cat. 315M-9, Cell Marque), anti-PD-L1 (diluição 1:50, cat. ab205921, Abcam) e anti-

CTLA-4 (diluição 1:100, cat. ab19792, Abcam), através do kit de detecção Ultraview (cat. 760-

500, Ventana Medical Systems). 

As reações foram realizadas no sistema automatizado Ventana BenchMark XT (Ventana 

Medical Systems) seguindo as instruções do fabricante. Brevemente, as lâminas foram 

desparafinizadas utilizando a solução EZprep (cat. 950-102, Ventana Medical Systems, Inc., 

Tucson, AZ, USA). A recuperação antigênica foi feita com os reagentes Cell Conditioning 1 
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(cat. 950-224, Ventana Medical Systems, Inc.) a 95°C.  A especificação do kit de 

detecção, recuperação e diluição de cada anticorpo está descrito na tabela abaixo. Após o ensaio 

de imuno-histoquímica, as lâminas foram montadas com meio de montagem Entellan 

(cat. 107961, Merck) e entregues para avaliação histopatológica. 

Tabela 3. Anticorpos que foram utilizados neste projeto. 

Anticorpo Catálogo Clone Empresa Diluição KIT Protocolo Controle 

PD-1 315M-9 EPR4877 Cell Marque 1:50 Ultraview 30CC1 + 32AB Tonsila 

PD-L1 ab205921 28-8 Abcam 1:50 Ultraview 30CC1 + 32AB Rim normal 

CTLA-4 ab19792 BNI3 Abcam 1:100 Ultraview 30CC1 + 32AB Tonsila 

 

O anticorpo para PD-L1 utilizado foi o 28-8, pois o foi clone utilizado em todos os 

estudos envolvendo nivolumabe e combinações, sendo o CPI mais utilizado no tratamento do 

CCRm. 

Após os ensaios de imuno-histoquímica, as lâminas foram montadas com meio de 

montagem Entellan (cat. 107961, Merck) e enviadas para avaliação histopatológica. 

 

3.3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA DE PD-1, PD-L1 

E CTLA-4 

 

Uma patologista especialista em uro-oncologia e cega para o desfecho dos casos, 

Stephania Martins Bezerra (SMB) pontuou a expressão dos anticorpos PD-1, PD-L1 e CTLA-

4 em todas as amostras. A leitura dos resultados da imuno-histoquímica foi feita no formato de 

uma tabela de Excel onde se identificou uma determinada amostra pela coluna e linha 

correspondente àquela que ocupa no bloco de parafina. Durante a leitura, a patologista 

responsável SMB analisou as lâminas enquanto Giovanni Bomfim (GB) registrou os dados na 

tabela do Excel, para minimizar erros. Utilizamos tecido de tonsila como forma de controle 

positivo da reação para todos os marcadores pesquisados. 

A expressão de PD-L1 foi avaliada com base na intensidade e porcentagem de células 

tumorais apresentando coloração membranosa ou citoplasmática e foi pontuada da seguinte 

forma. Intensidade: 0: negativo; 1: fraco; 2: moderado e 3: forte. Porcentagem: 0 (menos de 5% 

das células positivas); 1, fraco (5% a menos de 25% das células); 2, moderado (entre 25 e 60% 

das células); e 3, forte (mais de 60% das células) 56. 
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  A expressão de PD-1 foi analisada na membrana das células inflamatórias infiltrantes 

na neoplasia, foi considerada positiva se > 5% estivessem marcadas para este biomarcador 71. 

A análise de CTLA-4 foi realizada na membrana das células inflamatórias infiltrantes na 

neoplasia. Como nenhum valor de corte para a expressão de CLTA-4, em IHQ em CCR é 

definido, e a expressão de CTLA-4 foi descrita em cerca de 1% de CMIT em CCR, definimos 

um corte em 2% de CTLA-4 células positivas no infiltrado do tecido tumoral para definir um 

tumor como positivo para CTLA-4 68.  

 

3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados clínicos dos pacientes foram obtidos através de análise de prontuários e 

registrados em um formulário padronizado. Estas informações para transferidas para um banco 

de dados arquivado no programa Excel for Windows. A análise estatística foi realizada através 

do software IBM SPSS, versão 20.0. 

Tabelas de contingência foram utilizadas para demonstrar as variáveis referentes ao 

tratamento, clínicas e anatomopatológicas, enquanto médias e desvios-padrão foram utilizadas 

para as variáveis quantitativas.  

A possibilidade de correlação da expressão de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 às demais 

variáveis, foi avaliada através do teste Qui Quadrado de Pearson (MORETTIN e BUSSAB 

2005). Para as variáveis que as frequências esperadas foram inferiores a 5 o teste exato de Fisher 

foi utilizado. A significância adotada foi o de 5%. 

A identificação dos fatores independentes relacionados à SLP e SG foi realizada pela 

regressão logística múltipla. As variáveis selecionadas para o estudo múltiplo foram as que 

atingiram significância estatística na análise univariada, bem como aquelas que atingiram 

valores de p de até 0,20. O resultado para os modelos multivariados, regressão logística e de 

COX (1972), foi obtido pela estratégia stepwise forward selection, onde a partir da variável de 

maior significância na análise univariada foram acrescentadas às outras, uma a uma, em ordem 

crescente. 

Para estudar as análises de SLP e SG utilizou-se o estimador de KAPLAN e MEIER 

(1958) como ferramenta para estimar a probabilidade de um paciente com CCR estar vivo, não 

apresentar recidiva, ou não apresentar progressão até o instante de tempo considerado. Através 

da representação gráfica desse estimador, conseguimos visualizar, para uma determinada 

variável, qual categoria de pacientes apresenta maior probabilidade de não morrer por CCR ou 
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não apresentar recidiva de CCR ao longo do tempo. Quanto mais superior for a curva referente 

a uma determinada categoria, maior será a probabilidade de os pacientes dessa categoria 

estarem vivos ou sem recidiva do CCR até o instante de tempo considerado. Para a comparação 

das curvas estimadas para cada categoria dentro de uma determinada variável utilizou-se o teste 

não-paramétrico de LogRank. Os valores p correspondentes aos testes estão apresentados no 

canto inferior direito de cada gráfico. O nível de significância adotado foi o de 5%.  

Para os pacientes que foram classificados como perda de seguimento, eles contribuíram 

para as curvas de sobrevida global até a última data de registro em sistema e posteriormente 

foram considerados censurados.  

Dados estatisticamente significativos foram considerados aqueles com um valor de 

p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. PACIENTES E TRATAMENTOS 

 

Foram analisados os prontuários de 201 pacientes com o diagnóstico de CCRm tratados 

no hospital A.C.Camargo Cancer Center no período entre Janeiro de 2007 a Abril de 2022. 10 

pacientes foram excluídos pois havia informações em prontuário incompletas, 17 pacientes 

foram excluídos pois não possuíam amostra de tecido metastático no departamento de anatomia 

patológica do hospital, 18 pacientes foram excluídos pois a amostra de tecido foi inviabilizada 

após o corte no micrótomo. 96 pacientes foram excluídos devido a perda de imunogenicidade. 

A Figura 3 mostra um diagrama que representa o número total de pacientes elegíveis. Sendo 

assim, 60 pacientes foram incluídos neste estudo, sendo que 46 (77%) eram do sexo masculino, 

enquanto 14 (23%) eram do sexo feminino. A mediana de idade ao diagnóstico de CCRcc 

encontrada para a população total foi de 56 anos. Com relação à terapia inicial com objetivo 

curativo, 56 (93%) dos pacientes passaram por nefrectomia. Dentre os pacientes que passaram 

pela nefrectomia, que possuem dados disponíveis, 19 (32%) foram estadiados inicialmente com 

doença local, estadiamento patológico I (pT1a ou pT1b e N0; 12 pacientes 20%), ou II (pT2a 

ou pT2b e N0, 7 pacientes 12%). 19 pacientes (32%) foram diagnosticados inicialmente como 

metastáticos, ou dentre de 6 meses após o diagnóstico inicial, enquanto 41 (68%) foram 

diagnosticados com doença metastática progressiva após o diagnóstico de CCRm. A mediana 

de idade ao diagnóstico da metástase foi de 60 anos. As variáveis epidemiológicas encontram-

se na Tabela 4. 
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Fonte: Autoria própria. 

Figura 3 - Diagrama representando o número de total de pacientes elegíveis ao estudo 

diagnosticados com CCRccm entre janeiro de 2007 a abril de 2022.  

 

Tabela 4 - Variáveis epidemiológicas de 60 pacientes com CCRccm 

Variável  Categoria N % Mediana 

Idade ao diagnóstico 

da doença 

35 - 44 anos 8 13% 
56 

45 - 59 anos 23 38% 

60 - 77 anos 29 48% 

     

Idade ao diagnóstico 

da metástase 

35 - 44 anos 6 10% 
60 

45 - 59 anos 22 37% 

60 - 79 anos 32 53% 

    

Gênero 
Masculino 46 77% 

- 
Feminino 14 23% 

     
Metástase ao 

diagnóstico 

Sim 19 32% 
- 

Não 41 68% 

 

Quanto a distribuição dos sítios metastáticos, os 3 sítios com maior incidência de 

metástase foram: 62% dos pacientes possuíam metástase pulmonar, 57% possuíam metástase 
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óssea e 33% possuíam metástase linfonodal. Toda a descrição da distribuição de sítios 

metastáticos encontra-se na Tabela 5. 

Quanto aos fatores de risco conforme os critérios do IMDC, a seguinte distribuição foi 

encontrada entre os pacientes da base de dados do hospital: 38% dos pacientes apresentaram 

tempo entre diagnóstico e tratamento maior que 1 ano; 35% apresentaram anemia; 25% 

apresentaram neutrofilia; 22% apresentaram hipercalcemia; 12% apresentaram plaquetose e 

10% apresentaram KPS < 80. Como resultado desta distribuição, conforme os critérios do 

IMDC tivemos 15% dos pacientes com definição de doença com bom prognóstico, 60% dos 

pacientes apresentaram prognóstico intermediário, enquanto 18% dos pacientes apresentaram 

prognóstico pobre. Não foi possível definir o critério prognóstico de acordo com o IMDC para 

7% dos pacientes, devido a dados de prontuário incompletos.  
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Tabela 5 - Variáveis clínicas e patológicas de 60 pacientes com CCRccm 

Variável  Categoria N % 

Estadiamento patológico 

inicial 

T1N0 12 20% 

T2N0 7 12% 

T3 ou N+ 14 23% 

T4 ou M1 4 7% 

Ausente 23 38% 

  
  

ISUP 

1 1 2% 

2 9 15% 

3 11 18% 

4 7 12% 

Ausente 32 53% 

  
  

KPS > 80 Sim  6 10% 

  
  

Anemia Sim  21 35% 

  
  

Neutrofilia Sim  15 25% 

  
  

Plaquetose Sim  7 12% 

  
  

Hipercalcemia Sim  13 22% 

  
  

Tempo > 1 ano entre 

diagnóstico e tratamento 

Sim 23 38% 

 
  

  
  

Sítios metastáticos  

Pulmonar 37 62% 

Óssea 34 57% 

Linfonodal 20 33% 

SNC 14 23% 

Intra-

abdominal 
12 20% 

Tecido Mole 12 20% 

Hepático 11 18% 

  
  

Classificação IMDC  

Bom 9 15% 

Intermediário 36 60% 

Pobre 11 18% 

Ausente 4 7% 

Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology. KPS: Karnofsky Performance 

Status. IMDC: International Metastatic RCC Database Consortium 

 

 

 

 



39 

 

Com relação ao tipo de tratamento que os pacientes analisados receberam, dentre os 60 

pacientes com dados disponíveis, 4 (6,6%) receberam apenas metastasectomia e não realizaram 

tratamento sistêmico. 56 (93,3%) receberam pelo menos uma linha de tratamento sistêmico. 

Trinta e oito (63,3%) receberam pelo menos 2 linhas de tratamento. Vinte e dois (36,6%) 

receberam pelo menos 3 linhas de tratamento. Oito pacientes (13,3%) receberam pelo menos 4 

linhas de tratamento. Dois (3,3%) receberam 5 linhas de tratamento.  

Dentre os pacientes que receberam tratamento sistêmico, para a primeira linha 49 (94%) 

utilizaram inibidores de tirosina quinase (sunitinibe, sorafenibe ou pazopanibe). A combinação 

nivolumabe com ipilimumabe foi utilizada por apenas 3 pacientes em primeira linha (5%). 

Enquanto a terapia mais utilizada em segunda linha foi nivolumabe monoterapia, 16 pacientes 

(42%). Os inibidores de tirosina quinase foram a classe mais utilizada pelos pacientes em 

terceira linha, 74% dos pacientes receberam esta classe terapêutica. A descrição das variáveis 

terapêuticas utilizadas se encontra na Tabela 6.  
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Tabela 6 - Variáveis terapêuticas de 60 pacientes com CCRccm 

Variável  Categoria N % 

Nefrectomia 
Sim 56 93% 

Não 4 7% 

    

Metastasectomia 
Sim 6 10% 

Não 54 90% 

    
Tratamento 

Sistêmico    
1ª linha Sunitinibe 33 63% 

 Pazopanibe 16 31% 

 

Nivolumabe + 

ipilimumabe 3 6% 

    
2ª linha Sunitinibe 3 8% 

 Sorafenibe 4 11% 

 Pazopanibe 3 8% 

 Everolimo 8 21% 

 Axitinibe 2 5% 

 

Nivolumabe + 

ipilimumabe 1 3% 

 Nivolumabe 16 42% 

 Cabozantinibe 1 3% 

    
3ª linha Sunitinibe 1 5% 

 Sorafenibe 5 23% 

 Pazopanibe 2 9% 

 Everolimo  1 5% 

 Axitinibe 5 23% 

 Nivolumabe 3 14% 

 Cabozantinibe 3 14% 

 

Everolimo + 

lenvantinibe 2 9% 

    
4ª linha Pazopanibe 3 38% 

 Tensirolimo 1 13% 

 Axitinibe 2 25% 

 

Everolimo + 

lenvantinibe 2 25% 

    
5ª linha Tensirolimo 2 100% 

 

Considerando o status dos pacientes, 24 pacientes (40%) morreram, 26 estão vivos com 

doença (43,3%) e 2 pacientes (3,3%) estão vivos com doença. Houve perda de seguimento em 

13,3% dos pacientes. 
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Tabela 7 - Frequência e porcentagem do status de pacientes com CCRccm 

Status n % 

Vivo sem doença 2 3,3% 

Vivo com doença 26 43,3% 

Óbitos 24 40,0% 

Perda de seguimento 8 13,3 
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4.2 AVALIAÇÃO IMUNOHISTOQUÍMICA DE PD-1 

 

Dos 60 pacientes, 100% possuíam disponível material histopatológico para a análise de 

imuno-histoquímica. O marcador PD-1 foi analisado na membrana da célula inflamatória 

tumoral, 11 pacientes (18,3%) apresentaram marcação positiva.  

 A correlação de PD-1 com as variáveis epidemiológicas e patológicas está descrita na 

Tabela 8. Não houve qualquer variável epidemiológica/patológica que apresentou associação 

estatisticamente significativa com a expressão de PD-1. (Figura 4) 

  

  
Legenda: A: expressão negativa; B: expressão positiva; C: expressão negativa campo de grande 

aumento (CGA); D: expressão positiva CGA.   

Figura 4 – Lâminas de IHQ de PD-1.  

  

A 

D C 

B 
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Tabela 8 - Variáveis epidemiológicas e patológicas correlacionadas com a expressão de PD-1 

de 60 pacientes com CCRccm 

Variável Categoria PD-1 negativo PD-positivo Valor p 

Gênero Feminino 12 (85,7%) 2 (14,3%) 
0,498 

 Masculino 37 (80,4%) 9 (19,6%) 

    
 

Nefrectomia Sim 45 (85,4%) 11 (19,6%) 
0,434 

 Não 4 (100%) 0 

    
 

Estadiamento 

Patológico T1N0 8 (72,7%) 3 (27,3%) 

0,545  T2N0 4 (80%) 1 (20%) 

 T3 ou N+ 14 (82,4%) 2 (17,6%) 

 T4 ou M1 2 (50%) 2 (50%) 

    
 

Acometimento 

linfonodal  Negativo 21 (77,8%) 6 (22,2%) 0,182 

 Positivo 8 (100) 0 

    
 

ISUP 1 0 1 (100%) 

0,34  2 8 (88,9%) 1 (11,1%) 

 3 8 (72,7%) 3 (27,3%) 

 4 5 (71,4%) 2 (28,6%) 

    
 

Sítios metastáticos     
 

Pulmonar Sim 30 (81,1%) 7 (18,9%) 
0,624 

 Não 17 (81%) 4 (19%) 

    
 

Hepático Sim 10 (90,9%) 1 (9,1%) 
0,338 

 Não 38 (79,2%) 10 (20,8%) 

    
 

Óssea Sim 30 (88,2%) 4 (11,8%) 
0,093 

 Não 17 (70,8%) 7 (29,2%) 

    
 

SNC Sim 13 (92,9%) 1 (7,1%) 
0,196 

 Não 35 (77,8%) 10 (22,2%) 

    
 

Intra-abdominal Sim 8 (66,7%) 4 (33,3%) 
0,147 

 Não 40 (85,1%) 7 (14,9%) 

    
 

Tecido Mole Sim 12 (100,0%) 0 
0,062 

 Não 36 (76,6%) 11 (23,4%) 

    
 

Linfonodal Sim 18 (90,0%) 2 (10,0%) 
0,208 

  Não 31 (77,5%) 9 (22,5%) 

Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology 
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A correlação de PD-1 com as variáveis clínicas está descrita na Tabela 9. As seguintes 

variáveis clínicas apresentaram associação estatisticamente significativa com a expressão de 

PD-1: presença de anemia e classificação IMDC.  

 

Tabela 9 - Variáveis clínicas correlacionadas com a expressão de PD-1 de 60 pacientes com 

CCRccm 

Variável Categoria PD-1 negativo PD-positivo Valor p 

Classificação 

IMDC Bom 5 (55,6%) 4 (44,4%) 
0,041 

 Intermediário 30 (83,3%) 6 (16,7%) 

 Pobre 11 (100%) 0 

    
 

KPS > 80 Sim  7 (100%) 0 
0,176 

 Não 21 (75,0%) 7 (25,0%) 

    
 

Anemia Sim  21 (100) 0 
0,006 

 Não 23 (71,9%) 9 (28,1%) 

    
 

Neutrofilia Sim  14 (93,3%) 1 (6,7%) 
0,232 

 Não 28 (80,0%) 7 (20,0%) 

    
 

Plaquetose Sim  7 (100%) 0 
0,249 

 Não 37 (80,4%) 9 (19,6%) 

    
 

Hipercalcemia Sim  11 (84,6%) 2 (15,4%) 
0,538 

 Não 30 (88,2%) 4 (11,8%) 

    
 

Tempo > 1 ano 

entre diagnóstico 

e tratamento 

Sim 19 (82,6%) 4 (17,4%) 
0,583 

Não 30 (81,1%) 7 (18,9%) 

Legenda: KPS: Karnofsky Performance Status. IMDC: International Metastatic RCC Database 

Consortium 
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4.3 AVALIAÇÃO IMUNOHISTOQUÍMICA DE PD-L1 

 

Dos 60 pacientes, 98,3% possuíam disponível material histopatológico para a análise de 

imuno-histoquímica. O marcador PD-L1 foi analisado na membrana celular, a pontuação 

atribuída reflete a intensidade de marcação. 55 pacientes (93,2%) apresentaram marcação 

positiva para este marcador, sendo 10 com marcação fraca, 5 com marcação média e 40 com 

marcação forte. Quatro pacientes apresentaram resultado negativo para este marcador.  

A correlação de PD-L1 com as variáveis epidemiológicas e patológicas está descrita na 

Tabela 10. As seguintes variáveis epidemiológicas/patológicas apresentaram associação 

estatisticamente significativa com a expressão de PD-L1: estadio N e presença de metástase 

pulmonar. (Figura 5) 

  

  

Legenda: A: 0, negativo (< 5 das células positivas); B: 1, fraco (5% a menos de 25% das 

células); C: 2, moderado (entre 25 e 60% das células); e D: 3, forte (mais de 60% das células).  

Figura 5 – Lâminas de IHQ de PD-L1.  

  

A B 

C D 
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Tabela 10 - Variáveis epidemiológicas e patológicas correlacionadas com a expressão de PD-

L1 de 60 pacientes com CCRccm 

Variável Categoria 

PD-L1 

negativo 

PD-L1 

fraco 

PD-L1 

moderado PD-L1 alto valor p 

Gênero Feminino 3 (21,4%) 2 (14,3%) 2 (14,3%) 7 (50,0%) 

0,38  Masculino 4 (8,9%) 8 (17,8%) 3 (6,7%) 30 (66,7%) 

       
Nefrectomia Sim 7 (12,7%) 10 (18,2%) 4 (7,3%) 34 (61,8%) 

0,462  Não 0,0% 0,0% 1 (25%) 3 (75,0%) 

       

Estadiamento 

Patológico 

T1N0 0 2 (18,2%) 1 (9,1%) 8 (72,7%) 

0,622 
T2N0 1 (20,0%) 0 0 4 (80,0%) 

T3 ou N+ 4 (23,5%) 3 (17,6%) 1 (5,9) 9 (52,9%) 

T4 ou M1 
  

1 (25%) 3 (75,0%) 

       
Acometimento 

linfonodal Negativo 0 5 (19,2%) 0 21 (80,8%) 

0,01  Positivo 2 (25%) 2 (25%) 1 (12,5%) 3 (37,5%) 

       

ISUP 

1 1 (100%) 0 0 0 

0,452 
2 0 1 (11,1%) 0 8 (88,9%) 

3 2 (18,2%) 2 (18,2%) 1 (9,1%) 6 (54,5%) 

4 1 (14,3%) 1 (14,3%) 0 5 (71,4%) 

       
Sítios metastáticos       
Pulmonar Sim 2 (5,6%) 4 (11,1%) 3 (8,3%) 27 (75,0%) 

0,027 
 Não 5 (23,8%) 6 (28,6%) 2 (9,5%) 8 (38,1%) 

       
Hepático Sim 1 (9,1%) 1 (9,1%) 1 (9,1%) 8 (72,7%) 

0,942 
 Não 6 (12,8%) 9 (19,1%) 4 (8,5%) 28 (59,6%) 

  

    

 
Óssea Sim 4 (11,8%) 8 (23,5%) 3 (8,8%) 19 (55,9%) 

0,549 
 Não 3 (13,0%) 2 (8,7%) 2 (8,7%) 16 (69,6%) 

  

    

 
SNC Sim 2 (14,3%) 2 (14,3%) 0 10 (71,4%) 

0,731 
 Não 5 (11,4%) 8 (18,2%) 5 (11,4%) 26 (59,1%) 

  

    

 
Intra-

abdominal 

Sim 2 (16,7%) 2 (16,7%) 2 (16,7%) 6 (50%) 
0,546 

Não 5 (10,9%) 8 (17,4%) 3 (6,5%) 30 (65,2%) 

  

    

 
Tecido Mole Sim 3 (25,0%) 0 2 (16,7%) 7 (58,3%) 

0,074 
 Não 4 (8,7%) 10 (21,7%) 3 (6,5%) 29 (63,0%) 

  

    

 
Linfonodal Sim 1 (5%) 2 (10%) 1 (5%) 16 (80%) 

0,342 
  Não 6 (15,4%) 8 (20,5%) 4 (10,3%) 21 (53,8%) 

Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology.  
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Não houve qualquer variável clínica que apresentou associação estatisticamente 

significativa com a expressão de PD-L1.  

Tabela 11 - Variáveis clínicas correlacionadas com a expressão de PD-L1 de 60 pacientes com 

CCRccm 

Variável Categoria 

PD-L1 

negativo 

PD-L1 

fraco 

PD-L1 

moderado PD-L1 alto valor p 

Classificação 

IMDC 

Bom 1 (11,1%) 2 (22,2%) 1 (11,1%) 5 (55,6%) 

0,903 Intermediário 5 (14,3%) 6 (17,1%) 1 (2,9%) 23 (65,7%) 

 Mau 1 (9,1%) 2 (18,2%) 0 8 (72,7%) 

  

    
 

KPS > 80 Sim  2 (28,6%) 1 (14,3%) 0 4 (57,1%) 
0,79 

 Não 4 (14,3%) 3 (10,7%) 2 (7,1%) 19 (67,9%) 

  

    
 

Anemia Sim  4 (19,0%) 3 (14,3%) 0 14 (66,7%) 
0,398 

 Não 2 (6,5%) 7 (22,6%) 2 (6,5%) 20 (64,5%)  

  

    
 

Neutrofilia Sim  2 (14,3%) 3 (21,4%) 0 9 (64,3%) 
1 

 Não 4 (11,4%) 6 (17,1%) 2 (5,7%) 23 (65,7%) 

  

    
 

Plaquetose Sim  0 2 (28,6%) 0 5 (71,4%) 
0,775 

 Não 6 (13,3%) 8 (17,8%) 2 (4,4%) 29 (64,4%) 

  

    
 

Hipercalcemia Sim  1 (7,7%) 2 (15,4%) 1 (7,7%) 9 (69,2%) 
0,888 

 Não 4 (12,1%) 7 (21,2%) 1 (3,0%) 21 (63,6%) 

  

    
 

Tempo > 1 

ano entre 

diagnóstico e 

tratamento 

Sim 2 (8,7%) 4 (17,4%) 2 (8,7%) 15 (65,2%) 0,969 

Não 5 (13,9%) 6 (16,7%) 3 (8,3%) 22 (61,1%) 

Legenda: KPS: Karnofsky Performance Status. IMDC: International Metastatic RCC Database 

Consortium 
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4.4 AVALIAÇÃO IMUNOHISTOQUÍMICA DE CTLA-4 

 

Dos 60 pacientes, 96,6% possuíam material disponível histopatológico para a análise de 

imuno-histoquímica. O marcador CTLA-4 foi analisado na membrana celular do linfócito, 

apenas 1 paciente (1,72%) apresentou marcação positiva.  

 A correlação de CTLA-4 com as variáveis epidemiológicas e patológicas está descrita 

na Tabela 12. Não houve qualquer variável epidemiológica/patológica que apresentou 

associação estatisticamente significativa com a expressão de CTLA-4. Devido à baixa 

incidência de marcação positiva para este marcador, não foi possível calcular o p para algumas 

variáveis. (Figura 6) 

  

  
Legenda: A: expressão negativa; B: expressão positiva; C: expressão negativa campo de grande 

aumento (CGA); D: expressão positiva CGA.   

Figura 6 – Lâminas de IHQ de CTLA-4.  

 

  

A B 

C 
D 
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Tabela 12 - Variáveis epidemiológicas e patológicas correlacionadas com a expressão de 

CTLA-4 de 60 pacientes com CCRccm 

Variável Categoria 

CTLA-4 

negativo 

CTLA-4 -

positivo Valor p 

Gênero Masculino 13 (100%) 0 

0,776  Feminino 44 (97,8%) 1 (2,2%) 

   
 

 
Nefrectomia Sim 53 (98,1%) 1 (1,9%) 

0,931  Não 4 (100%) 0 

   
 

 
Estadiamento 

Patológico T1N0 11 (100%) 
0 

-  T2N0 5 (100%) 0 

 T3 ou N+ 16 (100%) 0 

 T4 ou M1 4 (100%) 0 

   
 

 
ISUP 1 1 (100%) 0 

-  2 9 (100%) 0 

 3 10 (100%) 0 

 4 7 (100%) 0 

     
Sítios metastáticos     
Pulmonar Sim 35 (100%) 0 

0,375 
 Não 20 (95,2%) 1 (4,8%) 

    
 

Hepático Sim 11 (100%) 0 
0,807 

 Não 45 (97,8%) 1 (2,2%) 

    
 

Óssea Sim 32 (97,0%) 1 (3,0%) 
0,589 

 Não 23 (100%) 0 

    
 

SNC Sim 14 (100%) 0 
0,754 

 Não 42 (97,7%) 1 (2,3%) 

    
 

Intra-abdominal Sim 12 (100%) 0 
0,789 

 Não 44 (97,8%) 1 (2,2%) 

    
 

Tecido Mole Sim 12 (100%) 0 
0,789 

 Não 44 (97,8%) 1 (2,2%) 

    
 

Linfonodal Sim 20 (100%) 0 
0,665 

  Não 37 (97,4%) 1 (2,6%) 

Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology. 
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Não houve qualquer variável clínica que apresentou associação estatisticamente 

significativa com a expressão de CTLA-4. Devido à baixa incidência de marcação positiva para 

este marcador, não foi possível calcular o p para algumas variáveis. 

 

Tabela 13 - Variáveis clínicas correlacionadas com a expressão de PD-L1 de 60 pacientes com 

CCRccm 

Variável Categoria 

CTLA-4 

negativo 

CTLA-4 

positivo Valor p 

Classificação 

IMDC 

Bom 9 (100%) 0 

0,37 Intermediário 34 (100%) 0 

Mau 10 (90,9%) 1 (9,1%) 

  
   

KPS > 80 Sim  7 (100%) 0 
- 

 Não 27 (100%) 0 

  
   

Anemia Sim  20 (95,2%) 1 (4,8%) 
- 

 Não 30 (100%) 0 

  
   

Neutrofilia Sim  13 (92,9%) 1 (7,1%) 
- 

 Não 34 (100%) 0 

  
   

Plaquetose Sim  7 (100%) 0 
- 

 Não 43 (97,7%) 1 (2,3%) 

  
   

Hipercalcemia Sim  13 (100%) 0 
0,711 

 Não 31 (96,9%) 1 (3,1%) 

  
   

Tempo > 1 

ano entre 

diagnóstico e 

tratamento 

Sim 21 (95,5%) 1 (4,5%) 

0,379 
Não 36 (100%) 0 

Legenda: KPS: Karnofsky Performance Status. IMDC: International Metastatic RCC Database 

Consortium 
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4.5 ANÁLISE DE SOBREVIDA  

 

Durante o acompanhamento ocorreram 24 mortes, com tempo mediano de 

acompanhamento de 74,2 meses e sobrevida global mediana de 45,3 meses (4,30 - 162,90 

meses). A mediana da primeira sobrevida livre de progressão foi de 12,6 meses (0,4 – 73,2 

meses).  

A investigação da análise univariada de variáveis clínicas e sobrevida global é 

apresentada na Tabela 14. Considerando as variáveis epidemiológicas e patológicas, para a 

análise de sobrevida global, a ausência de nefrectomia, existência de metástase óssea e 

metástase em tecido mole conferiram um prognóstico ruim aos pacientes analisados. Com 

relação a análise de sobrevida livre de progressão as variáveis grau ISUP e metástase em tecido 

mole conferiram um pior prognóstico aos pacientes analisados.  

Com relação as variáveis clínicas, para a análise de sobrevida global, os pacientes que 

apresentaram KPS < 80 apresentaram prognóstico pior. Com relação a análise de sobrevida 

livre de progressão, os pacientes que apresentaram as variáveis de KPS < 80 e hipercalcemia 

apresentaram um pior prognóstico.  

  



52 

 

Tabela 14 - Modelo de risco de Cox simples das variáveis epidemiológicas e patológicas com 

sobrevida global e sobrevida livre de progressão 

Variável Categoria SLP mediana Valor p SG mediana Valor p 

Gênero Masculino 12,6 
0,209 

79,7 
0,486 

 Feminino 11,7 NA 

  
    

Nefrectomia Sim 12,6 
0,058 

80,7 
0,034 

 Não 3,2 13,1 

  
    

Estadiamento 

Patológico 

T1N0 7,7 

0,26 

43,9 

0,164 
T2N0 11,2 81,8 

 T3 ou N+ 16,2 na 

 T4 ou M1 5 na 

  
    

N Positivo 11,7 
0,334 

NA 
0,838 

 Negativo 16,2 73,9 

  
    

ISUP 1 30,8 

0,045 

NA 

0,58  2 24,1 75,7 

 3 11,2 81,9 

 4 5 65,3 

  
    

Sítios metastáticos   
    

Pulmonar Sim 12,6 
0,434 

73,9 
0,358 

 Não 11,7 97 

  
    

Hepático Sim 11,7 
0,327 

NA 
0,742 

 Não 17 79,7 

  
    

Óssea Sim 11,2 
0,978 

65,7 
0,013 

 Não 12,2 NA 

  
    

SNC Sim 11,7 
0,172 

50,8 
0,935 

 Não 16,2 81,8 

  
    

Intra-abdominal Sim 12,6 
0,795 

97 
0,951 

 Não 11,7 81,8 

  
    

Tecido Mole Sim 4,9 
0,008 

26,2 
0,019 

 Não 16,2 81,8 

  
    

Linfonodal Sim 11,1 
0,5 

65,7 
0,237 

  Não 17,5 81,8 

Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology.  
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Tabela 15 - Modelo de risco de Cox simples das variáveis clínicas com sobrevida global e 

sobrevida livre de progressão 

Variável Categoria SLP mediana Valor p 

SG 

mediana Valor p 

Classificação IMDC 

Bom 49,1 

0,204 

97 

0,178 Intermediário 21,3 81,8 

 Mau 34,6 50,8 

  
    

KPS < 80 Sim  5,7 
0,05 

8,7 
0,009 

 Não 12,6 81,8 

  
    

Anemia Sim  16,2 
0,79 

65,7 
0,247 

 Não 16,2 NA 

  
    

Neutrofilia Sim  11,1 
0,94 

NA 
0,525 

 Não 17 79,7 

  
    

Plaquetose Sim  22,4 
0,919 

na 
0,907 

 Não 16,2 79,7 

  
    

Hipercalcemia Sim  8,7 
0,042 

73,9 
0,454 

 Não 19,3 81,8 

  
    

Tempo > 1 ano entre 

diagnóstico e tratamento 

Sim 12,2 
0,755 

81,8 
0,708 

Não 12,6 79,7 

Legenda: KPS: Karnofsky Performance Status. IMDC: International Metastatic RCC Database 

Consortium 
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Legenda: ISUP: International Society of Urological Pathology 

Figura 7 - Curvas de sobrevida livre de progressão analisando os pacientes de acordo com seu 

grau ISUP (p=0,045).  
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Figura 8 - Curvas de sobrevida livre de progressão analisando os pacientes de acordo com a 

presença de metástase em tecido mole (p=0,008). 
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Legenda: KPS: Karnofsky Performance Status. 

Figura 9 - Curvas de sobrevida livre de progressão analisando os pacientes com KPS < 80 

(p=0,05).  
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Figura 10 - Curvas de sobrevida livre de progressão analisando os pacientes com hipercalcemia 

(p=0,042). 
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Figura 11 - Curvas de sobrevida global analisando a variável de realização ou não de 

nefrectomia (p=0,034). 
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global analisando a presença de metástase óssea (p=0,013). 
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Figura 13 - Curvas de sobrevida global analisando a presença de metástase em tecido mole 

(p=0,022). 
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Legenda: KPS: Karnofsky Performance Score 

Figura 14 - Curvas de sobrevida global analisando os pacientes com KPS < 80 (p=0,008).  

 

A análise do modelo univariado das variáveis moleculares e SG e SLP está apresentada 

na Tabela 16. Foi observado significância estatística para o marcador molecular PD-1 para a 

análise de sobrevida global. (Figura 15).   
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Tabela 16 - Modelo de risco de univariado das variáveis moleculares com SG e SLP 

Variável Categoria 

SG 

mediana Valor p 

SLP 

mediana Valor p 

PD-1 Negativo 73,9 
0,044 

11,2 
0,68 

 Positivo NA 20,9 

  
    

PD-L1 Negativo 97,0 

0,619 

4,9 

0,631  Fraco NA 19,5 

 Moderado 43,9 7,7 

 Forte 81,8 3,5 

  
    

CTLA-4 Negativo 80,7 
0,478 

12,6 
0,04 

  Positivo NA 73,2 

Legenda: SG: sobrevida global. SLP: sobrevida livre de progressão. 

 

Figura 15 - Curvas de sobrevida global analisando os pacientes conforme a expressão do 

biomarcador PD-1 (p=0,044). 
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de pacientes que haviam recebido terapia com CPI em qualquer momento de sua jornada versus 

pacientes que não tinham recebido terapia com CPI. A seguinte curva de SG foi encontrada, 

conforme Figura 16. 

 

 

Legenda: CPI: checkpoint inhibitors. 

Figura 16 - Curvas de sobrevida global analisando os pacientes conforme uso de CPI 

(p=0,001).  

 

4.5.1 Análise de Cox múltiplo  

Para realizar a análise multivariada para SLP foram selecionadas as variáveis de maior 

interesse clínico. O número de eventos para sobrevida livre de progressão foi 27, desta maneira 

foram selecionadas as 4 seguintes variáveis: grau ISUP, hipercalcemia, presença de metástase 

em tecido mole e KPS < 80.  

Após a análise do modelo de Cox múltiplo para sobrevida livre de progressão as 

variáveis presença de metástase em tecido mole (RR = 24,161, IC 95%: 2,588 – 225,536) e 
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KPS < 80 (RR = 40,905, IC 95%: 2,983 – 560,945) foram confirmadas como variáveis de 

significância estatística independentes para risco de progressão. 

 

Tabela 17. Modelo de risco de Cox múltiplo das variáveis com SLP 

Variável  RR IC 95% p 

ISUP 0,454 0,080 - 2,563 0,458 

Hipercalcemia 1,283 0,650 - 2,533 0,473 

Meta Tec Mole 24,161 2,588 - 225,536 0,005 

KPS < 80 40,905 2,983 - 560,945 0,005 

Legenda: KPS: Karnofsky performance status. RR: razão de risco. IC: intervalo de confiança. 

 

Para realizar a análise multivariada para SG foram selecionadas as variáveis de maior 

interesse clínico. O número de eventos para sobrevida global foi 24, desta maneira foram 

selecionadas as 4 seguintes variáveis: KPS < 80, presença de metástase óssea, presença de 

metástase em tecido mole e expressão de PD-1.  

Após a análise do modelo de Cox múltiplo para sobrevida global as variáveis presença 

de metástase óssea (RR = 5,036, IC 95%: 1,303 – 19,464) e presença de metástase em tecido 

mole (RR = 3,317, IC 95%: 1,174 – 9,371) foram confirmadas como variáveis de significância 

estatística independentes para risco de óbito. 

 

Tabela 18 - Modelo de risco de Cox múltiplo das variáveis com SG 

Variável  RR IC 95% p 

KPS < 80 3,173 0,985 - 10,221 0,053 

Meta Óssea 5,037 1,303 - 19,464 0,019 

Meta Tec Mole 3,317 1,174 - 9,371 0,024 

PD-1 0,955 0,087 - 10,508 0,97 

Legenda: KPS: Karnofsky performance status. RR: razão de risco. IC: intervalo de confiança. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Dentre as neoplasias geniturinárias, o CCR é o de maior mortalidade, com sobrevida 

global de aproximadamente 76% 111. A incidência e mortalidade global do CCR aumentou na 

última década, com mais de 400.000 novos casos diagnosticados anualmente e 140.000 mortes. 

No entanto, a taxa de mortalidade varia entre os países devido às disparidades nos ambientes 

médicos, como a disponibilidade de exames de imagem frequentes e tratamentos oncológicos 

sistêmicos eficazes 112. Embora com avanços proporcionados por terapias alvo, como os 

inibidores de tirosina quinase, inibidores de fator de crescimento endotelial vascular e 

finalmente com a imunoterapia (CPI), a cura dos pacientes com CCRm ainda é uma promessa 

distante, além dos custos das novas terapias que tem trazido limitações de acesso e no número 

de pacientes que possam se beneficiar destes tratamentos, de tal sorte que encontrar 

biomarcadores que possam selecionar melhor os pacientes representam um objetivo não 

somente biológico, como financeiro, tornando-se um dos maiores desafios da atualidade.  

Células cancerígenas altamente imunogênicas podem evitar a destruição imunológica 

desativando componentes do sistema imunológico que foram enviados para eliminá-las. Por 

exemplo, as células cancerosas podem paralisar linfócitos T citotóxicos infiltrantes e células 

NK, secretando TGF-b ou outros fatores imunossupressores. Mecanismos mais sutis operam 

através do recrutamento de células inflamatórias que são ativamente imunossupressoras, 

incluindo células T reguladoras e células supressoras derivadas de mieloides. Ambos podem 

suprimir as ações dos linfócitos citotóxicos 113. 

Quase todos os cânceres renais estão associados à disfunção imunológica. Entre estes, 

o carcinoma de células renais (CCR) representa aproximadamente 2% das neoplasias malignas 

que afetam adultos e por 90-95% de todos os cânceres renais. Evidências recentes têm 

colaborado para elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento desta doença. Nessa 

visão, a migração disfuncional de neutrófilos, bem como o cross talk de linfócitos T células 

dendríticas (T-DC) (células dendríticas), maturação de células dendríticas, metabolismo de 

células imunes e reatividade e expressão anormal de citocinas e quimiocinas e seus receptores 

têm sido destacados no CCR e nas células do estroma. O desenvolvimento racional de novas 

terapias para recuperar a atividade antitumoral do sistema imunológico está intimamente 

relacionado ao entendimento das complexas interações entre o sistema imunológico e o tumor. 

Nos últimos anos algumas percepções foram alcançadas e moléculas imunomoduladoras, como 
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interleucina-2 (IL-2) e IFN-α, inibidores de checkpoint imunológico e antagonistas de 

quimiocinas, mostraram eficácia clínica 114.  

Independentemente da categoria, os tumores renais têm sido associados às disfunções 

imunológicas. Os CCRs são ricos em infiltrados imunes constituídos por células T, natural 

killer (NK), células dendríticas, macrófagos entre outros. No entanto, RCC e alguns tipos de 

células imunes infiltrantes de tumor, como células supressoras derivadas de mieloides, 

presentes no microambiente tumoral podem suprimir a resposta antitumoral de células T 

mediadas pela expressão do ligante-1 de morte programada (PD-L1, também conhecido como 

B7-H1 ou CD274) 102. O PD-L1 se liga ao PD-1 presente na superfície celular das células T 

ativadas, levando ao bloqueio da proliferação, resposta disfuncional e morte das células T. O 

CTLA-4, um receptor presente nas células T efetoras ativadas, é a molécula inibitória mais bem 

estudada, especialmente no processo de apresentação de antígeno aos linfócitos, onde é 

conhecida por sua capacidade de bloquear respostas imunes mediadas por células T 115. CTLA-

4 compete com CD28 pela ligação de CD80 ou CD86. Quando ocorre a interação CTLA-

4/CD80 ou CD86, a célula torna-se anérgica e morre. A superexpressão de CTLA-4 está 

envolvida em várias doenças neoplásicas, inflamatórias e autoimunes. A inibição da resposta T 

permite que o CCR evite efetores do controle imunológico e facilite a invasão e a metástase. 

Assim, a super expressão de PD-L1 está relacionada a pior prognóstico para CCR metastático 

e, portanto, é um alvo importante para a descoberta de medicamentos 116. 

Apesar dos grandes avanços no tratamento sistêmico com as terapias anti-VGFR e os 

CPI, os pacientes com doença metastáticas ainda são tratados da mesma forma. Há apenas 

fatores clínicos e laboratoriais prognósticos, mas não preditivos ou selecionadores de terapias, 

como já existem em outros tumores. A busca de biomarcadores falhou em todos os estudos de 

fase III que ditam as terapias atuais, representando uma área de grande desafio no tratamento 

dos CCRm. E o entendimento da heterogeneidade não somente intratumoral no tumor primário, 

como também nas metástases, tornam este desafio ainda maior. Poucos estudos buscaram 

biomarcadores nas metástases, até pelas dificuldade técnicas de se ter este material, de forma 

que o presente estudo teve como objetivo explorar e esclarecer melhor os papeis do marcadores 

PD1, PD-L1 e CTLA-4 neste cenário de doença.  

O valor prognóstico de PD-1 foi analisado em células tumorais colorretais do seu 

infiltrado tumoral (tumor primário). A análise de Kaplan-Meier indicou que expressões de PD-

1 mais altas se correlacionaram com melhor SG (p = 0,002, respectivamente). As análises de 

subgrupo mostraram que a expressão de PD-1 em células infiltrantes tumorais foi um fator 

prognóstico independente para SG e SLD em pacientes com células tumorais colorretais. Os 
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autores concluíram que expressões mais elevadas de PD-1 correlacionam-se com melhor 

prognóstico de pacientes com células tumorais colorretais 117.  

Para CCRccm, não há a descrição em literatura sobre a perda de expressão de PD-1 em 

tecido metastático e seu impacto na SG. De acordo com o nosso estudo, os pacientes sem a 

expressão de PD-1 em tecido metastático tiveram um pior prognóstico quando comparado aos 

pacientes com a expressão de PD-1. Uma hipótese para este resultado é o impacto positivo que 

o tratamento com CPI pode ter gerado em pacientes com expressão de PD-1. Onze pacientes 

expressaram positivamente PD-1, sendo que 7 deles utilizaram CPI como terapia sistêmica em 

qualquer momento de sua jornada. Realizamos uma análise comparando pacientes que havia 

realizado tratamento com CPI em qualquer momento da sua jornada, versus pacientes que não 

haviam realizado tratamento com CPI. Os pacientes que realizaram CPI tiveram sobrevida 

global superior, com significância estatística. A mediana para o grupo que realizou CPI não foi 

atingida, enquanto a mediana do grupo que não havia realizado CPI foi de 58,5 meses. Apesar 

de haver alguns vieses nessa análise, por exemplo, os pacientes que realizaram terapia com CPI 

foram incluídos no estudo tardiamente, porém esta análise de sobrevida pode ser uma hipótese 

para os pacientes com expressão de PD-1 terem uma sobrevida maior que os pacientes que 

perderam a expressão de PD-1, considerando que 64% dos pacientes com expressão de PD-1 

realizaram tratamento com CPI. Enquanto apenas 37% da amostra total foi tratada com CPI.  

Considerando o biomarcador PD-L1 temos a seguinte distribuição de expressão e uso 

de CPI durante a jornada de tratamento sistêmico do CCRccm. Vinte e nove por cento (29%) 

dos pacientes com ausência de expressão de PD-L1 utilizaram CPI, 20% dos pacientes com 

expressão fraca de PD-L1 utilizaram CPI, 20% dos pacientes com expressão moderada 

utilizaram CPI e 43% dos pacientes com expressão forte utilizaram CPI. Infelizmente o grupo 

que utilizou CPI em qualquer fase do tratamento durante a jornada de tratamento sistêmico do 

CCRccm foi pequeno, com apenas 22 pacientes, sendo assim qualquer análise deste grupo para 

qualquer expressão de biomarcador ficou muito limitada, não sendo possível chegar em 

conclusões adicionais.  

Os tumores que super expressaram o biomarcador PD-L1, em material de tumor 

primário, no início do estudo foram associados a uma melhor RR e SLP com nivolumabe mais 

ipilimumabe do que sunitinibe (SLP, RR: 0,48 IC 95%: 0,28-0,82). Portanto, o biomarcador 

PD-L1 parece preditivo para SLP. No entanto, devido à natureza exploratória deste trabalho, a 

significância não pode ser traçada. Os principais diretrizes atualmente não recomendam a 

seleção de pacientes para o tratamento com base no resultados de imuno-histoquímica do 

biomarcador PD-L1 118. 
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Não há descrição em literatura científica qual é o impacto prognóstico do biomarcador 

PD-L1 em tecido metastático de pacientes com CCRccm. Como já descrito na introdução deste 

trabalho, Jilaveanu analisou a expressão de PD-L1 em pares de amostras de nefrectomia e sítios 

metastáticos, a expressão do biomarcador foi maior em amostras de tecido metastático versus 

o tumor primário, sugerindo que a expressão de PD-L1 no tumor primário não pode selecionar 

pacientes para o uso de CPI. Através da nossa análise, o resultado encontrado de expressão de 

PD-L1 não demonstrou impacto prognóstico em SG, assim como ocorre para amostras de tumor 

primário de CCRccm, como descrito por diversos autores. Desta maneira o marcador PD-L1, 

em amostras de tecido metastático, também demonstrou um fraco papel prognóstico na SLP e 

SG. Este estudo demonstrou que a expressão de PD-1 é um indicador de prognóstico ruim para 

SG em pacientes com CCRccm.   

As classificações de risco para CCRccm IMDC e MSKCC são amplamente utilizadas 

não apenas em ensaios clínicos, mas também na prática clínica diária. Patil et al. sugeriram que 

a classificação de risco MSKCC é útil na era da terapia alvo molecular, embora tenha sido 

baseada em dados de pacientes com CCRm tratados durante a era da terapia com citocinas e 

também nas terapias com inibidores de tirosina quinase 119. Enquanto isso, alguns grupos 

demonstraram que existem vários fatores prognósticos para CCRm além da classificação de 

risco MSKCC e do IMDC 120. Takagi et al.  demonstraram que proteína C-reativa, relação 

neutrófilos-linfócitos e o número de órgãos metastáticos foram fatores prognósticos 

independentes em pacientes de risco intermediário IMDC 121. Neste estudo, não houve diferença 

significativa entre a expressão de PD-L1 e a classificação de risco IMDC, porém para o 

marcador PD-1 apresentou associação, com significado estatístico, com a classificação IMDC. 

Cinquenta e seis por cento dos pacientes classificados com risco bom expressaram PD-1, 

enquanto 17% dos pacientes classificados com risco intermediário expressaram PD-1 e nenhum 

paciente classificado como risco pobre expressou PD-1.  

PD-1 na superfície celular de células T ativadas é imunossupressor quando é ativado em 

tecido periférico por células tumorais via expressão de PD-L1 ou PD-L2. Em nossa análise, a 

expressão de PD-1 foi detectada em cerca de 18,3% de nossas amostras de metástases. Estudos 

anteriores sobre o valor prognóstico da expressão de PD-1 em CCRccm são contraditórios 

122,123,124. Em nossa coorte, encontramos uma associação significativa de PD-1 com SG pela 

análise de regressão de Cox univariada, mas a análise de regressão de Cox multivariada revelou 

que não é uma fator prognóstico independente. Estes achados são condizentes com os dados 

contraditórios descritos em literatura científica sobre o papel PD-1 como valor prognóstico. 

Como já descrito na revisão bibliográfica inicial, Ueda, K. et al. analisaram 33 pacientes com 
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CCRccm, amostras de tumor primário, que foram submetidos a cirurgia e receberam terapias 

de alvo molecular de março de 2008 a abril de 2016. O grupo concluiu que a expressão de PD-

1 e PD-L1 está significativamente associada a características clínico-patológicas adversas no 

CCRcc.  

CTLA-4 é o outro alvo das terapias de inibição de checkpoint no carcinoma de células 

renais. Anticorpos para CTLA-4 foram os primeiros inibidores de checkpoint com atividade 

antitumoral 125. A expressão de CTLA-4 foi significativamente correlacionada com doenças 

metastáticas primárias e associada a uma SG e SCE reduzida em toda a coorte, bem como em 

um subgrupo apenas com CCRcc. Embora associada a doenças metastáticas primárias, a 

expressão de CTLA-4 em um subgrupo de doença não metastática ainda está significativamente 

associada a uma pior SG e SCE. A análise multivariada revelou a expressão de CTLA-4 como 

um fator prognóstico independente após um ajuste para o grau do tumor, estágio do tumor, 

idade, sexo e status de desempenho ECOG 68. Em nossa análise a expressão imuno-

histoquímica de CTLA4 foi muito baixa, onde apenas 2% da coorte apresentou o biomarcador, 

sendo assim não foi possível chegar a qualquer conclusão sobre o seu papel prognóstico nesta 

coorte de pacientes, mas sugere que diante desta baixa expressão, possa ter pouco ou nenhuma 

influência como biomarcador no material metastático de CCR, porém necessita de análises 

confirmatórias em outras coortes. Antes da publicação final desta dissertação, o fornecedor 

(abcam) do anticorpo anti-CTLA4, ab19792, decidiu remover este marcador, devido a sua baixa 

reatividade 126.  

Em doenças metastáticas, a expressão de PD-L1 em células tumorais ou LIT é o 

biomarcador mais estudado para a predição de uma resposta aos CPI 73,127,128. As taxas de 

resposta são melhores em tumores positivos para PD-L1, mas, como existem taxas de resposta 

relevantes em subgrupos negativos para PD-L1, a expressão de PD-L1 ainda é considerada um 

marcador prognóstico, mas não preditivo e, portanto, não pode ser recomendada para alocação 

de terapia129. Os principais problemas no desenvolvimento de biomarcadores preditivos para a 

terapia com CPI são a expressão dinâmica, a heterogeneidade dentro do tumor primário e a 

baixa correlação entre os sítios primário e metastático 106,108,130. Em nossa análise as seguintes 

variáveis epidemiológicas/patológicas apresentaram associação com significado estatístico 

com a expressão de PD-L1: acometimento linfonodal e presença de metástase pulmonar. A 

expressão imuno-histoquímica de PD-L1 não demonstrou impacto nas análises de SG e SLP. 

Sendo assim, de acordo com esta análise, a expressão de PD-L1 em tecido metastático de 

CCRccm não possui significado prognóstico. 
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Fonte: Adaptado de Pardoll DM, et al. 2012. 

Figura 17 - Receptores de imune checkpoint, divididos pela sua capacidade de inibição e 

ativação das células de defesa. 

Já havia descrito seis preditores independentes de baixa sobrevida global: status 

performance de Karnofsky inferior a 80%, menos de 1 ano do diagnóstico ao tratamento, 

anemia (concentração de hemoglobina < limite inferior do normal), hipercalcemia (> limite 

superior do normal), neutrofilia (contagem de neutrófilos > limite superior do normal) e 

trombocitose (contagem de plaquetas > limite superior do normal). De acordo com o número 

de fatores de mau prognóstico, os pacientes foram segregados em grupos de risco favorável 

(sem fatores), intermediário (um ou dois fatores) e pobre (mais de três fatores) 131. 

Em nossa análise as seguintes variáveis apresentaram significância estatística no 

impacto prognóstico de SLP em análise univariada: grau ISUP, presença de metástase em tecido 

mole, KPS <80, hipercalcemia. Na análise multivariada apenas metástase em tecido mole e 

KPS < 80 se mostraram variáveis que impactam a SLP de maneira independente. Desta maneira, 

as características que realmente levam o paciente a progressão estão mais relacionadas as 
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características clínicas e patológicas, enquanto as características imuno-histológicas parecem 

ter um papel secundário.  

Com relação a análise de SG e as variáveis que possuem significado estatístico em 

análise univariada, temos: realização de nefrectomia, presença de metástase óssea, presença de 

metástase em tecido mole, KPS < 80 e expressão de PD-1. Na análise multivariada apenas a 

presença de metástase óssea e metástase em tecido mole se mostraram variáveis que impactam 

a SG de maneira independente. Desta maneira, as características que realmente levam o 

paciente a morte estão mais relacionadas as características clínicas e patológicas, enquanto as 

características imuno-histológicas parecem ter um papel secundário.  

Nenhum dos 3 biomarcadores analisados demonstrou significância estatística na análise 

de SG, sendo assim as características clínicas, patológicas e terapêuticas que realmente levaram 

os pacientes a morte. Não foi possível comprovar que os biomarcadores PD-1, PD-L1 e CTLA-

4 possuem impacto na SG destes pacientes.  

A análise de acompanhamento do estudo CHECKMATE-214, com tempo de 

acompanhamento mediano de acompanhamento de 55 meses, comparou a associação de 

nivolumabe e ipilimumabe versus sunitinibe, em pacientes CCRccm. A combinação de 

inibidores de checkpoint ainda se mostra mais eficaz, com SG superior com nivolumabe + 

ipilimumabe vs sunitinibe ITT (HR 0,69; IC 95% 0,59 a 0,81), bem como em pacientes com 

risco intermediário e pobre (HR 0,65; IC 95% 0,54 a 0,78). SG mediana com nivolumabe + 

ipilimumabe não foi alcançado vs 38,4 meses com sunitinibe na população geral e 48,1vs 26,6 

meses em pacientes com risco intermediário e pobre 132. Em nossa análise a sobrevida global 

mediana dos pacientes conforme a categorização de risco de acordo com o IMDC foram as 

seguintes: 97 meses para o grupo favorável, 81,8 meses para o grupo intermediário e 50,8 meses 

para o grupo de pobre. Algumas hipóteses podem ser consideradas para a mediana de sobrevida 

global ser superior que estudos anteriores. Todos os pacientes da coorte do nosso estudo 

realizaram biópsia de metástase, geralmente este tipo de procedimento é realizado em pacientes 

com melhor prognóstico e com poucas metástases, portanto pacientes com melhor prognóstico. 

Além disso 68% dos pacientes não apresentaram metástase ao diagnóstico. A mediana de 

tempo, para os 60 pacientes, entre o diagnóstico de CCRcc e o CCRccm foi de 21,4 meses. 

Estes dados demonstram que a coorte de pacientes deste estudo possui características 

prognósticas melhores, em geral, do que pacientes de estudos clínicos randomizados.  

A técnica de TMA facilitou a avaliação de grandes estudos de coorte; no entanto, há 

poucos dados sobre o melhor método para preservar as amostras, DiVito, K. et al, avaliaram 

três métodos de armazenamento de lâminas de TMA de câncer de mama: revestimento de 
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parafina e armazenamento em um dessecador de nitrogênio, sozinho ou em combinação. Foram 

testados a durabilidade de três antígenos, citoqueratina, receptor de estrogênio e Ki-67 em 

TMA. As amostras foram armazenadas nessas condições por 3 meses em temperatura ambiente. 

A coloração foi avaliada com pontuação manual usando coloração marrom tradicional (0-3+), 

bem como pontuação automatizada usando seções coradas por fluorescência. A intensidade da 

coloração foi comparada à obtida em lâminas recém-cortadas. Lâminas armazenadas em 

condições ambientais (temperatura ambiente e ar) por 3 meses exibiram degradação acentuada 

de todos os antígenos alvo, em alguns casos resultando em lâminas praticamente ilegíveis. O 

revestimento combinado de parafina e o armazenamento de nitrogênio resultaram na melhor 

preservação da antigenicidade, com retenção de 72 a 99% da antigenicidade de uma lâmina 

recém-cortada, dependendo do marcador e do sistema de detecção utilizado. O uso de 

revestimento de parafina ou armazenamento de nitrogênio sozinho protegeu as lâminas em 

menor grau 133.  

A heterogeneidade metodológica para se avaliar os biomarcadores deste estudo é algo 

importante para ser levado em consideração na análise de resultados deste estudo. Não há 

padrão para se determinar qual amostra deve ser analisada, podendo ser células tumorais, ou 

células do infiltrado tumoral. Além disso, há vários tipos de anticorpos utilizados na análise de 

IHQ para a determinação de PD-L1, a padronização realizada com o estudo Blueprint é válida 

apenas para tumores de pulmão, sendo necessário que ocorra uma análise semelhante para 

tumores renais para se entender se os diferentes anticorpos existentes são intercambiáveis.  

Infelizmente neste estudo ocorreu uma perda de 96 amostras de imuno-histoquímica devido a 

perda de imunogenicidade das amostra do TMA. Esta amostra havia sido preparada em 2016 e 

foi armazenada envolvida em parafina, ao abrigo da luz. O estudo publicado por DeVito, K. et 

al concluiu que o melhor método de armazenamento é combinando o revestimento de parafina 

com nitrogênio. Esta perda significativa impactou a análise estatística dos dados, pois diversas 

variáveis conhecidas por seu impacto prognóstico não apresentaram significância estatística 

neste estudo. Inclusive a análise de biomarcardores, como por exemplo o PD-L1, o número 

reduzido de pacientes pode ter impactado conclusões adicionais.  

Nosso estudo tem várias fraquezas, incluindo seu desenho retrospectivo, tamanho da 

amostra extremamente pequeno e análise em apenas um único centro. A avaliação de PD-1, 

PD-L1 e CLTA-4 ainda não foi padronizada no CCRccm. Além disso, um valor de corte 

padronizado para positividade de PD-1 e PD-L1 ainda não foi claramente estabelecido. Como 

vimos o uso dos CPI pode ter sido um fator de confusão, principalmente para os pacientes com 

expressão de PD-1. Estudos adicionais são necessários para se entender quais biomarcadores 
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podem ter associação com desfechos clínicos, prognóstico na doença e preditivos para resposta 

de tratamentos sistêmicos. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

1. Quando avaliadas na metástase de carcinoma de células claras renal, a expressão imuno-

histoquímica de PD-1 tem papel prognóstico para sobrevida global, porém o marcador 

não se mostrou ser uma variável de importância prognóstica independente das outras 

variáveis. 

2. Quando avaliadas na metástase de carcinoma de células claras renal, a expressão imuno-

histoquímica de PDL-1 não se mostrou ter um papel prognóstico para sobrevida global 

e sobrevida livre de progressão.  

3. Quando avaliadas na metástase de carcinoma de células claras renal, a expressão imuno-

histoquímica de CTLA-4 não se mostrou ter um papel prognóstico para sobrevida global 

e sobrevida livre de progressão.  
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