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RESUMO 
 

Objetivo: este estudo visa caracterizar a expressão de PD-L1 em amostras tumorais de 

pacientes com neoplasias genito-urinárias de baixa incidência e correlacionar seus níveis de 

expressão com características e desfechos clínicos. Métodos: blocos de parafina foram 

obtidos de pacientes com carcinoma de células renais (CCR) de células não claras e 

carcinoma do córtex da adrenal. A expressão de PD-L1 foi avaliada por imuno-histoquímica 

na membrana das células tumorais e nas células mononucleares infiltradas no tumor (CMIT). 

Comparações entre a expressão de PD-L1 e características clínico-patológicas foram 

analisadas utilizando teste t não pareado e teste exato de Fisher. Metodologia de Kaplan-

Meier e teste de log-rank foram utilizados para avaliar a associação entre a expressão de PD-

L1 e desfechos de sobrevida nas duas histologias. Resultados: Entre 101 pacientes com CCR 

de células não claras, 11 (10.9%) foram considerados PD-L1 positivo (+) na membrana das 

células tumorais: em 2/36 (5.6%) dos tumores de células cromófobas, 5/50 (10%) de tumores 

papilares, 3/10 (30%) dos tumores com translocação Xp11.2 e em 1/5 (20%) dos tumores do 

ducto coletor. Por outro lado, positividade de PD-L1 em CMIT foram observadas em 57 

(56.4%) dos pacientes: em 13/36 (36.1%) dos tumores de células cromófobas, 30/50 (60%) de 

tumores papilares, 9/10 (90%) dos tumores com translocação de Xp11.2 e em 5/5 (100%) dos 

tumores do ducto coletor. PD-L1+ em ambos, membrana da células tumorais e CMIT, foram 

associados com um tempo mais curto até recorrência de doença em pacientes com CCR de 

células não claras (p=0.02 e p=0.03, respectivamente). Entre os 28 pacientes com tumores do 

córtex da glândula adrenal, 3 (10.7%) foram considerados positivos na membrana das células 

tumorais. Por outro lado, a expressão de PD-L1 em CMIT foram realizadas em 27 pacientes e 

PD-L1+ foi observado em 19 (70.4%) pacientes. Positividade para PD-L1 em ambos, 

membrana da células tumorais e CMIT, não foi associado com maior estágio clínico ao 

diagnóstico, alto grau tumoral, produção excessiva de hormônios ou sobrevida. Conclusão: 

Em suma, CCR de células não claras e carcinoma do córtex da adrenal expressam PD-L1 na 

membrana da célula tumoral e em infiltrados inflamatórios e isto pode representar um 

possível alvo para intervenções terapêuticas.  

Palavras-chave: Carcinoma de Células Renais. Carcinoma Renal de Células Não Claras. 

Tumor Renal Benigno. Carcinoma Adrenocortical. PD-L1. Inibidores PD-1. Imunoterapia. 

  



 

 

 

ABSTRACT 
 

Objective: This study aims to characterize PD-L1 expression in tumor tissue from low 

incidence genitourinary malignancies and to correlate levels of PD-L1 expression with 

clinico-pathological features as well as survival outcomes. Methods: Formalin-fixed paraffin-

embedded specimens were obtained from patients with non-clear cell renal cell carcinoma 

(non-ccRCC) and adrenocortical carcinoma (ACC). PD-L1 expression was evaluated by 

immunohistochemistry (IHC) in both tumor cell membrane and tumor infiltrating 

mononuclear cells (TIMC). Comparisons between PD-L1 expression and clinico-pathological 

features were evaluated using unpaired t-test and Fisher’s exact test. Kaplan-Meier method 

and log-rank test were used to assess association between PD-L1 expression and survival 

outcome in both histologies. Results: Among 101 patients with non-ccRCC, 11 (10.9%) were 

considered PD-L1+ in tumor cells: 2/36 (5.6%) of chromophobe RCC, 5/50 (10%) of 

papillary RCC, 3/10 (30%) of Xp11.2 translocation RCC and 1/5 (20%) of collecting duct 

carcinoma. On the other hand, PD-L1 positivity by TIMC was observed in 57 (56.4%) 

patients: 13/36 (36.1%) of chromophobe RCC, 30/50 (60%) of papillary RCC, 9/10 (90%) of 

Xp11.2 translocation RCC and 5/5 (100%) of collecting duct carcinoma). PD-L1+ in both 

tumor cell membrane and TIMC cells were associated with shorter time to recurrence (p=0.02 

and p=0.03, respectively). Among 28 patients with surgically treated ACC, 3 (10.7%) were 

considered PD-L1 positive on tumor cell membrane. On the other hand, PD-L1 expression in 

TIMC was performed in 27 specimens and PD-L1 positive staining was observed in 19 

(70.4%) patients. PD-L1 positivity in either tumor cell membrane or TIMC was not 

significantly associated with higher stage at diagnosis, higher tumor grade, excessive hormone 

secretion, or survival. Conclusion: In summary, Non-ccRCC and ACC can express PD-L1 on 

both tumor cell membrane and immune cells and it may represent a potential target for 

therapeutic interventions. 

Keywords: Renal Cell Carcinoma. Non clear-Cell Renal Cell Carcinoma. Benign Kidney 

Tumor. Adrenocortical Carcinoma. PD-L1. PD-1 Inhibitors. Immunotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

Neoplasias malignas originadas no trato genito-urinário constituem uma importante 

causa de morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo1,2. Para fins de estudos científicos, no 

campo da uro-oncologia, tais neoplasias são divididas em duas categorias de acordo com sua 

localização, incidência e estratégias terapêuticas: neoplasias da próstata e neoplasias não da 

próstata. Os principais representantes da segunda categoria são tumores de rim, bexiga, 

testículo, pênis e os tumores do córtex da glândula adrenal. À exceção dos tumores de 

próstata, a neoplasia mais frequente no sexo masculino3, as neoplasias genito-urinárias não 

apresentam alta incidência, e alguns subtipos histológicos específicos são extremamente 

raros4. Entretanto, mesmo com baixas incidências, estas raras neoplasias podem apresentar 

um curso clínico bastante agressivo e os tratamentos disponíveis não proporcionam desfechos 

clínicos favoráveis, necessitando, portanto, serem desenvolvidos5. No presente estudo, dois 

subtipos histológicos de baixa incidência foram definidos como foco de investigação: 

carcinomas renais de células não claras, conjuntamente com seus subtipos histológicos, e 

carcinomas originados no córtex da glândula adrenal. 

Aproximadamente 64.000 novos casos de câncer de rim são diagnosticados, 

anualmente, nos Estados Unidos da América e estima-se que 25-30% destes resultarão em 

óbito6. Recentes análises realizadas em bases populacionais identificam uma tendência no 

aumento da incidência em todo o mundo. Ao contrário dos países desenvolvidos, a 

mortalidade parece estar aumentando nos países em desenvolvimento, provavelmente por uma 

restrição ao acesso a novas terapias para a doença7. A cirurgia é o tratamento curativo nos 

estágios inicias. Entretanto, a recorrência da doença é comum e aproximadamente 20-30% 

dos pacientes irão desenvolver doença metastática após realizar um tratamento com intenção 

curativa8. O primeiro estudo avaliando o uso de terapias em caráter adjuvante teve seus 

resultados recentemente apresentados. Infelizmente, o uso de terapias sistêmicas não diminuiu 

o risco de recorrência em pacientes de alto risco 71. 

O carcinoma renal de células claras (CCR) é o subtipo mais frequente, sendo 

responsável por aproximadamente 80% das neoplasias originadas no parênquima renal9. 

Embora menos frequentes, CCR de células não claras compreendem os subtipos histológicos: 

carcinoma papilar, carcinoma de células cromófobas, carcinoma de ductos coletores, e 

carcinoma associado a translocação do cromossomo Xp11.24. Carcinomas papilares são 
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responsáveis por 10-15% dos CCR e tumores de células cromófobas por 5-10% desta 

neoplasia. O carcinoma associado a translocação cromossômica Xp11.2 é ainda mais raro, 

geralmente acomete jovens e está associado a um comportamento agressivo10. Carcinoma de 

ductos coletores corresponde a menos de 1% das neoplasias malignas renais. 

Estudos epidemiológicos demostram que os CCR de células não claras tendem a ser 

diagnosticados em estágios inicias, conferindo um melhor prognóstico a esta situação quando 

submetidos a tratamento adequado11. Além disto, o risco de recorrência também é menor 

variando entre 2,9 e 14,9%  quando comparados com o CCR de células claras que apresentam 

índices de recorrência oscilando entre 12 e 21.5%12-14. Entretanto, pacientes com diagnóstico 

de CCR de células não claras em estágio avançado ou que desenvolvem doença metastática 

após uma ressecção cirúrgica com intuito curativo apresentam uma doença de comportamento 

mais agressivo e o tratamento é desafiador4.  Considerando a baixa incidência destes subtipos 

histológicos, estudos nesta população são difíceis de ser implementados fazendo com que 

muitas dúvidas permaneçam em relação ao melhor tratamento desta situação clínica. 

Contudo, o prognóstico dos pacientes com neoplasias renais segue um curso 

heterogêneo e o risco de recorrência está estritamente associado com características clínico-

patológicas, tais como, estadiamento TNM, “performance status” e grau de diferenciação 

tumoral, segundo Fuhrman15. Embora muitos biomarcadores moleculares tenham sido 

propostos para predizer risco de recorrência, estes marcadores ainda não estão validados e não 

são utilizados na pratica clinica16. 

Mutações germinativas no gene Von Hippel-Lindau (VHL) são responsáveis por uma 

síndrome hereditária que se caracteriza por hemangioblastomas de retina, cerebelo ou medula 

espinhal; cistos viscerais e tumores sólidos como carcinoma de células claras renais e 

feocromocitomas17,18. Da mesma forma, mutações somáticas no gene VHL e deleções no 

cromossomo 3p (locus do gene VHL) são encontrados na maioria das neoplasias renais de 

células claras esporádicos19.  

O gene VHL codifica a proteína VHL (pVHL). Esta proteína é um componente da via 

de ubiquitinização, interferindo diretamente na degradação de múltiplas proteínas 

intracelulares, incluindo os fatores induzíveis por hipóxia (HIFs, do inglês “Hypoxia-

inducible factors”)20. HIFs são responsáveis pela transcrição de genes que regulam o 

metabolismo e a angiogênese como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, do 
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inglês “vascular endothelial growth factor”) e fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF, do inglês “platelet-derived growth factor”)21-23. Em suma, quando o gene VHL 

encontra-se inativado, existe uma hiperexpressão de HIFs, resultando na desregulação de vias 

de sinalização que influenciam no metabolismo, inflamação, angiogênese e morte celular24-26. 

A elucidação do VHL como um gene supressor tumoral e dos fatores que regulam a 

angiogênese, desencadeou importantes avanços no tratamento sistêmico do CCR de células 

claras metastático que se caracteriza fundamentalmente por esta biologia27. Agentes que ligam 

VEGF ou receptores tirosina quinase de VEGF, bem como drogas que atuam na via da alvo 

de rapamicina de mamíferos (mTOR, do inglês “mammalian target of rapamycin”) tem sido 

amplamente utilizados no tratamento do CCR avançado, resultando em aumento de sobrevida 

global e sobrevida livre de progressão nos pacientes portadores de doença metastática28. 

Desde 2005, diversos agentes foram aprovados para o tratamento da neoplasia renal 

metastática, tais como: Sunitinibe, Pazopanibe, Axitinibe, Bevacizumabe, Sorafenibe, 

Everolimo e Tensirolimo29-34. Tais medicações demonstraram desfechos clínicos superiores 

quando comparadas à imunoterapia tradicional com altas doses de Interleucina-2 (IL-2) ou 

Interferon-α (IFN), tornando-se o padrão ouro no tratamento desta patologia29. Hoje, com este 

arsenal terapêutico, a sobrevida média da doença metastática ultrapassa os 28 meses35. 

Entretanto, a maioria dos pacientes não apresentam respostas sustentadas com o uso de 

terapias anti-angiogênicas e em algum momento a doença irá progredir. Existem poucas 

comparações diretas entre tais medicações. Recentemente, um grande estudo de fase III, de 

não inferioridade, comparando Sunitinibe versus Pazopanibe mostrou que tais drogas 

possuem eficácia semelhante, porém com diferentes perfis de toxicidade36. Como na doença 

localizada, não existem biomarcadores disponíveis para o uso na prática clínica que possam 

determinar a melhor droga a ser utilizada em pacientes específicos ou predizer resposta a estes 

novos tratamentos37,38. Recentemente, Fay e colaboradores apresentaram os resultados de 

estudos investigando a presença de mutações genéticas como biomarcadores preditores de 

resposta à terapia anti-angiogênica (inibidores de receptores de tirosina quinase de VEGF e 

inibidores de mTOR)39,40. Estes estudos identificaram mutações específicas que são mais 

prevalentes em pacientes que apresentam uma resposta extraordinária a estas drogas 

(APÊNDICES M e O). Tais estudos precisam ser validados de forma prospectiva, porém 

caracterizam um importante passo na evolução da medicina individualizada e seleção de 

tratamentos no carcinoma renal avançado.  
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Paradoxalmente, todas as alterações descritas anteriormente são características do 

CCR de células claras, não sendo comuns às outras histologias do câncer renal4. Trabalhos 

recentes, reportaram a caracterização molecular de CCR de células não claras (carcinomas de 

células cromófobas e carcinomas papilares) identificando perfis moleculares distintos41,42. 

Carcinomas papilares são geneticamente caracterizados por trissomias dos 

cromossomos 3q, 7, 8, 12, 16 e 20. Dentre as alterações cromossômicas identificadas neste 

subtipo histológico, mutações no gene c-MET localizado no cromossomo 7, têm sido estudado 

como potencial alvo terapêutico43. Ademais, síndromes hereditárias associadas ao carcinoma 

papilar de células renais apresentam mutações no gene FH. Carcinomas de células 

cromófobas, por sua vez, se caracterizam por alterações nos cromossomos 1, 2, 6, 10, 13, 17, 

e 21. Desta forma, tais subtipos histológicos não se caracterizam pela inativação do gene 

VHL, característica dos CCR de células claras, previamente descrita. Assim, a ativação da 

angiogênese não ocorre da mesma forma que nos CCR de células claras e talvez não seja fator 

determinante na carcinogênese destes subtipos histológicos, o que pode impactar de forma 

significativa o tratamento destas patologias4. Da mesma forma que realizado no CCR, o “The 

Cancer Genome Atlas” - esforço colaborativo para a caracterização molecular de neoplasias 

malignas - permitiu uma caracterização molecular das neoplasias renais de baixa incidência e 

demonstrou diferenças importantes na biologia das mesmas. 

Entretanto, estratégias de tratamento semelhantes às utilizadas no CCR de células 

claras, são aplicadas nos tumores de células não claras sem evidências consistentes em relação 

à eficácia44. As histologias não de células claras representam uma mínima parte da amostra 

nos estudos clínicos até hoje realizados e dados mostram que as respostas às terapias alvo 

neste subgrupo de pacientes tem resultados inferiores no que tange sobrevida global e taxas de 

resposta. A necessidade de se desenvolver novas terapias e biomarcadores de resposta às 

drogas pré-existentes é fator imperativo para a melhora dos desfechos clínicos neste grupo de 

pacientes. 

Por sua vez, os carcinomas do córtex da glândula adrenal acometem 1-2 a cada 1 

milhão de habitantes nos Estados Unidos da América anualmente45. Acredita-se que por 

falhas de registro esta estimativa deve estar subestimada. Curiosamente, tal neoplasia 

apresenta uma incidência até 18 vezes mais alta em crianças no sul do Brasil46. Especula-se 

que mutações germinativas no gene TP53, encontradas em até 90% dos pacientes, possam 
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responsáveis por tal diferença47. Estes achados reforçam um interesse local para o estudo e o 

entendimento da biologia desta patologia. Por não apresentar sintomas típicos em estágios 

iniciais, em torno de 70% dos pacientes diagnosticados com carcinoma do córtex da glândula 

adrenal apresentam doença em estágios avançados o que determina um prognóstico 

desfavorável e um curso clínico bastante agressivo48.  

O tratamento desta doença exige uma abordagem multidisciplinar, envolvendo 

endocrinologistas, cirurgiões, radio-oncologistas e oncologistas clínicos49. A ressecção 

cirúrgica completa ainda é a espinha dorsal do tratamento na doença localizada. Porém, 

mesmo após um tratamento cirúrgico com intenção curativa, até 80% dos pacientes 

apresentará recidiva da doença. A biologia desta doença é pouco compreendida50. O “The 

Cancer Genome Atlas” está estudando de forma cooperativa as alterações moleculares desta 

neoplasia(Ref:https://tcgadata.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=ACC&dis

easeName=Adrenocortical carcinoma). Em breve, tal caracterização irá permitir um maior 

entendimento da biologia tumoral e o desenvolvimento de novos tratamentos para pacientes 

com doença avançada. 

Até o momento, poucos estudos demonstraram o benefício da terapia sistêmica no 

tratamento desta rara neoplasia, onde o desenvolvimento de estudos clínicos se torna também 

bastante desafiador51. O primeiro estudo clínico de fase III realizado pra avaliar de forma 

comparativa tratamentos sistêmicos na doença avançada [FIRM-ACT (“first international 

randomized trial in locally advanced and metastatic adrenocortical carcinoma treatment”)] 

determinou que a combinação de Etoposide, Doxorrubicina e Cisplatina (EDP) em 

combinação com Mitotano (M) resulta em melhor desfecho clínico neste subgrupo de 

pacientes quando comparado ao tratamento com Estreptozocina e Mitotano52. É importante 

salientar que muitas terapias alvo específicas, que se mostraram eficazes em outras neoplasias 

genito-urinárias como CCR de células claras, não melhoraram o desfecho clínico de pacientes 

com doença metastática, reforçando a necessidade de uma melhor compreensão da biologia 

desta doença para o desenvolvimento de novos agentes53-56. 

Na última década, muitos estudos têm abordado o papel do sistema imune na 

fisiopatologia tumoral. As primeiras evidências desta associação são originárias dos 

experimentos do Dr. William Coley, no início do século 20, que acreditava que provocar 

infecções nas áreas tumorais poderiam desencadear uma resposta tumoral contra os mesmos. 
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Outras, foram publicadas na edição do “The Lancet” em 07 de janeiro de 189957. Nesta 

publicação, Dr. William Bennett descreveu diferentes comportamentos das neoplasias, e 

questionou o papel da imunidade na progressão tumoral. 

Muitos anos mais tarde, baseado nestas observações, estudos pré-clínicos mostraram 

que o uso de estimuladores imunológicos como interferon-γ, eram capazes de inibir o 

desenvolvimento de tumores em ratos imuno-comprometidos58. Surgem, então, princípios 

importantes para determinar a relação entre sistema imune e câncer: (1) imuno-vigilância, (2) 

equilíbrio e (3) escape59.  

O primeiro princípio determina que células do sistema imune são ativados na presença 

de qualquer célula tumoral, impedindo o desenvolvimento de neoplasias na sua origem. O 

segundo se refere ao controle exercido pela resposta imune na progressão de células tumorais: 

mesmo não conseguindo eliminar todas as células neoplásicas, o sistema imunológico 

conseguiria evitar a progressão das mesmas. Finalmente, o terceiro princípio defende a ideia 

que neoplasias clinicamente ativas são capazes de evadir ou atenuar respostas imunes, 

permitindo a progressão tumoral59.  

Carcinomas de células renais são classicamente tumores imunogênicos caracterizados 

por abundantes infiltrados linfocitários na maioria das vezes disfuncionais60. Muitos estudos 

sugerem que o CCR é capaz de produzir imunidade antitumoral, porém os mecanismos 

fisiopatológicos destas interações ainda não estão completamente definidos61. A doença 

avançada, historicamente foi tratada com imunoterapias (IL-2 em altas doses ou IFN), porém 

uma minoria destes tumores apresenta respostas clínicas prolongadas com esta abordagem31. 

A compreensão dos mecanismos de interação entre a célula tumoral e o sistema 

imunológico identificou diversos reguladores da imunidade. Estes reguladores, chamados de 

“imune-checkpoints” são capazes de ativar ou inativar a resposta inflamatória mediada por 

células T. A capacidade desenvolvida pelos tumores de expressar tais reguladores da 

imunidade foi descrita como sendo esta um “escudo molecular” contra a resposta imune. A 

intervenção sobre este complexo processo de regulação da resposta imunológica ganhou 

espaço como uma promissora estratégia para terapia anti-tumoral62,63.  

Inúmeros são os reguladores da imunidade que tem sido descritos como parte deste 

processo64. Receptores e ligantes presentes em linfócitos T, macrófagos e tecidos periféricos 
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constituem vias inibitórias e estimuladoras do sistema imune. Os principal mediador da via 

estimuladora é o receptor de CD28, enquanto os receptores CTLA-4 (do inglês “Cytotoxic T 

Lymphocyte Antigen-4”) e PD-1 (do inglês, “Programmed Death-1”) caracterizam a via 

inibitória64. Terapias utilizando como alvo estas duas vias de controle da resposta imune tem 

revolucionado o tratamento do câncer e respostas muito duradouras tem sido observadas em 

pacientes com melanoma, câncer de pulmão, CCR de células claras, câncer de bexiga entre 

outras neoplasias72. 

O receptor PD-1 encontra-se expresso em linfócitos T, B e “Natural Killers”. Seus 

ligantes são PD-L1 (B7-H1) e PD-L2 (B7-DC). Estes ligantes apresentam uma ampla 

distribuição em tecidos periféricos, incluindo coração, pulmão, tecido muscular, pâncreas, 

placenta e tecido hematopoiético65. A interação entre ligante e receptor tem como objetivo 

limitar a atividade de células T no tecido periférico regulando a resposta inflamatória. Logo, a 

ligação entre PD-1 e PD-L1, fisiologicamente, inibe a resposta inflamatória66. Este é um 

mecanismo de proteção dos tecidos contra respostas inflamatórias exacerbadas. 

A exposição crônica a determinados antígenos provoca um aumento nos níveis de 

expressão de PD-L1, como mecanismo de proteção daquele tecido frente a resposta 

inflamatória,. Tal fenômeno esta associado com um processo chamado de exaustão que limita 

a resposta imune. Este processo é descrito como uma das formas que as neoplasias malignas 

desenvolveram para escapar do controle exercido pelo sistema imune que tem como função 

não permitir o desenvolvimento tumoral. Entretanto, bloqueio da interação PD-L1/PD-1, visa 

reestabelecer o conceito de equilíbrio entre a resposta imune e a progressão tumoral 

impedindo sua evolução67. 

Recentemente, estudos demostraram que diversas neoplasias superexpressam PD-L1 

tanto na membrana das células tumorais quanto nos infiltrados linfocitários intratumorais, e 

entre elas está o carcinoma renal de células claras66. Topalian e colaboradores, publicaram em 

2012 importantes resultados de um estudo de fase I em que o bloqueio da via inibitória da 

resposta imune com anticorpos específicos anti-PD-1 resultou em importantes respostas 

clinicas objetivas e duradouras em diversas neoplasias solidas, incluindo CCR de células 

claras68. Dados preliminares deste estudo, sugeriram que a expressão de PD-L1 poderia 

apresentar associação com resposta clínica a esta estratégia de tratamento. Contudo, 

resultados subsequentes não confirmaram esta hipótese. Mesmo pacientes que não apresentam 
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expressão de PD-L1 na membrana de células tumorais ou em infiltrados linfocitários 

intratumorais podem apresentar respostas significativas a tais agentes. Por outro lado, em 

algumas neoplasias como carcinomas uroteliais de bexiga a hiperexpressão de tal marcador 

parece estar associado a melhores respostas a estes agentes73.  

Estes dados, desencadearam um retorno aos conceitos previamente publicados pelo 

Dr. Bennett e diversos estudos colaborativos tem sido realizados para elucidar o real papel do 

sistema imune no desenvolvimento de neoplasias malignas e como o bloqueio destas vias 

reguladoras da imunidade podem impactar no desfecho clínico dos pacientes acometidos por 

esta enfermidade. 

Thompson e colaboradores reportaram dados da avaliação da expressão de PD-L1 em 

amostras tumorais de pacientes com CCR de células claras61. Notavelmente, altos níveis de 

expressão de PD-L1 se correlacionaram com fatores patológicos de alto riscos e desfechos 

clínicos desfavoráveis. Conjuntamente, estes dados suportaram a investigação do bloqueio da 

via PD1/PD-L1 no tratamento do CCR de células claras em estágios avançados. 

Recentemente, os resultados de um estudo de fase III comparando o uso de nivolumabe (um 

anticorpo monoclonal contra PD-1) versus uma terapia padrão utilizada em pacientes com 

CCR de células claras que progrediram a um tratamento prévio com uma terapia anti-

angiogênica, evidenciou um aumento da sobrevida global com o uso deste novo agente 

imunoterápico, fazendo com que esta droga, provavelmente se torne o tratamento padrão 

neste cenário clínico em um curto espaço de tempo74. Este mesmo estudo avaliou a associação 

da expressão de PD-L1 na membrana das células tumorais com a eficácia da droga. O 

benefício do uso de nivolumabe não se correlacionou com a expressão de PD-L1 na 

membrana das células tumorais. Outros ensaios clínicos randomizados estão em andamento 

para responder confirmar este benefício e definir o papel da expressão de PD-L1 como 

biomarcador preditivo de resposta a esta estratégia terapêutica. 

Recentemente, Choueiri e colaboradores avaliaram a expressão de PD-L1 em 

pacientes com CCR de células claras que receberam tratamento com sunitinibe ou pazopanibe 

como parte de um estudo clínico que incluiu mais de 1000 pacientes. Esta avaliação 

identificou que pacientes com hiperexpressão de PD-L1 apresentaram um pior prognóstico 

quando tratados com terapia antiangiogénica, sugerindo que eventualmente tais terapias 

devam ser utilizadas de forma mais precoce neste subgrupo de pacientes (APENDICE C). 
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Curiosamente, dentre as neoplasias genito-urinárias, os CCR de células não claras, 

bem como o carcinoma do córtex da glândula adrenal não estão sendo estudados em relação 

aos seus aspectos imunológicos. Talvez por uma incidência menor e pela ausência de estudos 

pré-clinicos neste subtipo histológico, os grandes estudos em câncer de rim estejam excluindo 

os pacientes com histologias raras11.  

A caracterização de reguladores imunológicos, como o PD-L1, neste subgrupo de 

neoplasias genito-urinárias com baixa incidência e sua correlação com variáveis clinico-

patológicas, pode acarretar num avanço importante no entendimento da fisiopatologia das 

doenças, bem como no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para estes 

pacientes, considerando que poucas opções estão disponíveis na prática clínica. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Na última década, esforços tem sido feitos para elucidar a biologia do CCR de células 

claras. O estabelecimento da inativação do gene de VHL como peça chave na carcinogênese, 

permitiu o desenvolvimento de terapias anti-angiogênicas que resultam em benefício clínico 

em até 80% dos pacientes com doença metastática35. Entretanto, a progressão da doença irá 

ocorrer após determinado período de tratamento em virtualmente todos os pacientes. 

Recentemente, imunoterapias tem mostrado respostas objetivas duradouras no tratamento de 

diversos tumores sólidos, incluindo CCR de células claras68. Apesar de apresentarem um 

melhor prognóstico quando diagnosticados precocemente, o tratamento do CCR de células 

não claras metastático é desafiador e poucas opções terapêuticas estão disponíveis. Pacientes 

portadores desta doença não apresentam respostas como as citadas anteriormente e a doença 

avançada possui prognóstico reservado.  

As neoplasias renais, fundamentalmente o subtipo histológico de células claras, são 

classicamente imunogênicas e apresentam infiltrados leucocitários de forma abundante60. 

Contudo, o papel deste infiltrado linfocitário no prognóstico da doença ainda é pouco 

conhecido. A expressão de PD-L1, na membrana de células tumorais ou no infiltrado 

inflamatório intratumoral tem sido associada a fatores indicadores de pior prognóstico e 

desfechos clínicos adversos no CCR de células claras. Contudo, dados em CCR de células não 

claras ainda não foram investigados.  

Os grandes estudos clínicos que norteiam o tratamento do CCR não incluem um 

número significativo de pacientes com esta histologia. Desta forma, dados consistentes para o 

estudo de imunoterapias no tratamento deste subtipo histológico são necessários.  

Da mesma forma, o carcinoma do córtex da glândula adrenal é uma doença rara 

caracterizada por um curso clínico agressivo onde diversas estratégias terapêuticas tem 

falhado em demonstrar benefício clínico em pacientes com doença avançada. O papel do uso 

do sistema imunológico neste grupo de tumores não tem sido estudado e podem representar 

uma alternativa para futuros estudos clínicos neste cenário. 

O estudo da expressão de PD-L1 neste subgrupo específico de tumores de baixa 

incidência visa elucidar aspectos relacionados a fisiopatologia das doenças, resultando em 
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potenciais estratégias terapêuticas baseadas na intervenção sobre as vias reguladoras da 

imunidade. A expressão de PD-L1 em tais tumores pode representar um importante racional 

teórico para a utilização de imunoterapias nestas neoplasias onde tais tratamento ainda não 

foram testados. Adicionalmente,  a avaliação da expressão de PD-L1 como fator prognóstico 

em tais neoplasias pode auxiliar na tomada de decisões clínicas e desenvolvimento de estudos 

clínicos. 
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3 HIPÓTESE 

O CCR não de células claras, bem como, o carcinoma do córtex da glândula adrenal 

apresentam expressão aberrante de PD-L1. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

O presente estudo visa caracterizar os níveis de expressão de PD-L1 em células 

tumorais e infiltrados leucocitários presentes em neoplasias genito-urinárias de baixa 

incidência (CCR de células não claras e carcinoma do córtex da glândula adrenal). 

4.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

1. Correlacionar os níveis de expressão de PD-L1 com características clinico-

patológicas dos pacientes portadores de tais neoplasias no momento do 

diagnóstico. 

2. Correlacionar os níveis de expressão de PD-L1 com risco de recorrência da 

doença. 

3. Correlacionar os níveis de expressão de PD-L1 com a sobrevida global dos 

pacientes portadores de CCR não de células claras ou carcinoma de adrenal. 



24 

 

 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 DELINEAMENTO 

Trata-se de um estudo de avaliação de biomarcadores baseado em uma coorte 

retrospectiva com análises exploratórias relacionadas às características clínico-patológicas, ao 

risco de recorrência e a dados de sobrevida global.  

5.2 POPULAÇÃO E AMOSTRA 

Foram incluídos no estudo 104 pacientes com o diagnóstico de CCR de células não 

claras submetidos a nefrectomia no Dana-Farber Cancer Institute/Harvard Medical School.  

Todos os pacientes desta amostra fazem parte de um estudo prospectivo que visa estudar 

biomarcadores associados a neoplasia renais. Desta forma, possuem consentimento informado 

livre e esclarecido para a participação do mesmo (vide item Considerações Éticas). 

Da mesma forma, 28 pacientes, previamente consentidos, com carcinoma de adrenal 

tratados, na mesma instituição e com amostra tecidual disponível, oriunda de ressecções 

primárias ou biópsias foram incluídos no presente estudo. Não foram considerados, neste 

estudo, pacientes pediátricos ou portadores de síndromes genéticas conhecidas relacionadas a 

um risco aumentado para o desenvolvimento de carcinoma do córtex da adrenal. 

5.3 MÉTODOS 

Blocos de parafina (FFPE, do inglês “Formalin-Fixed Paraffin Embedded”) dos 

pacientes incluídos no estudo foram obtidos no Laboratório de Patologia da mesma 

instituição.  

O diagnóstico foi revisado por patologista especializada em neoplasias genito-

urinárias (Dra. Sabina Signoretti – Dana-Farber Cancer Institute, Brigham and Women’s 

Hospital, Harvard Medical School) para confirmar o diagnostico e delimitar área tumoral a ser 

avaliada para expressão de PD-L1 via imuno-histoquímica. A patologista não teve acesso as 

características clínicas dos pacientes. 
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Foram excluídos os pacientes que não possuíam tecido tumoral disponível para análise 

imuno-histoquímica.  

Detalhamento metodológico específico é descrito nos respectivos manuscritos. 

5.3.1 Avaliação Imuno-histoquímica 

Lâminas foram preparadas conforme protocolos do laboratório de patologia do Dana-

Farber Cancer Institute para avaliação imuno-histoquímica de PD-L1. Foi utilizado anticorpo 

anti-B7-H1 desenvolvido e validado pelo Dr. Gordan Freeman (Dana-Farber Cancer Institute/ 

Brigham Women’s Hospital/ Harvar medical School). Tal anticorpo, evidenciou em análises 

prévias níveis apropriados de especificidade para identificação de B7-H1 em FFPE utilizando 

como controle citometria de fluxo. O anticorpo é incubado por 12 horas sob temperatura de 4° 

C, conforme previamente descrito na literatura69. 

Positividade para PD-L1 foi avaliada por dois patologistas especialistas em neoplasias 

genito-urinárias de forma independente. Foram consideradas positivas expressões de PD-L1 

em 5% ou mais na membrana celular das células tumorais. Valores inferiores ao acima 

descrito foram considerados negativos. Discrepância entre os resultados foram esclarecidas 

pela revisão simultânea do material pelos dois patologistas para uma definição consensual. A 

contagem de células foi realizada com magnificação de 100 e 400 x em pelo menos 5 áreas 

tumorais selecionadas de forma randômica70. 

A expressão de PD-L1 em áreas de infiltrados linfocitários intra-tumorais foi descrita 

através de scores previamente descritos. A extensão de infiltrados tumorais foi caracterizada 

através da seguinte graduação: ausente (0), focalmente expresso (1), fracamente expresso (2), 

moderadamente expresso (3), fortemente expresso (4). A percentagem de PD-L1+ nos 

infiltrados linfocitários foi avaliada de forma independente por dois patologistas especialistas 

em neoplasias genito-urinárias de acordo com 3 categorias: 0%=0, <5%=1 e ≥5%=2. Um 

escore representativo da expressão de PD-L1 foi calculado multiplicando-se a extensão dos 

infiltrados linfocitários pela percentagem de positividade coradas nas células inflamatórias. 

Alternativamente, para examinar se a expressão de PD-L1 está relacionada com áreas 

de infiltrados leucocitários tumorais, foi avaliada a expressão de CD45 no mesmo tecido 
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tumoral. Através de características morfológicas e histopatológicas similares, as áreas com 

hiperexpressão de PD-L1 foram identificadas nos slides corados para CD45.  Foram avaliadas 

de forma sobreposta a expressão de CD45 em tais localizações. Dois patologista cegos para a 

expressão de PD-L1 revisaram as lâminas para definir a expressão de CD4560,66. 

5.3.2 Avaliação de Características Clínico-Patológicas 

Dados demográficos e características clinico-patológicas foram extraídas de forma 

retrospectiva através de revisão de prontuário eletrônico de todos os pacientes incluídos no 

estudo. Os dados clínicos-patológicos a serem analisados nos pacientes com neoplasias renais 

incluem: sexo, raça, idade ao diagnóstico, data do diagnóstico, lateralidade do tumor primário, 

estadiamento clínico e patológico, subtipo histológico (papilar, células cromófobas ou 

associado a translocação X.p11.2), grau de diferenciação tumoral de Fuhrman (1, 2, 3 ou 4), 

presença de necrose. Para pacientes com carcinoma de adrenal as seguintes variáveis clínicas 

foram coletadas: estádio clínico ao diagnóstico, grau de diferenciação tumoral e tumores 

funcionais ao diagnóstico. 

Foram registradas data do óbito, se ocorrido, ou data do último registro de seguimento 

para avaliações de sobrevida global. Da mesma forma, data da recorrência foi registrada caso 

aplicável. 

Data do diagnóstico é definida como data da nefrectomia ou da biópsia precedente ao 

procedimento. Foram considerados contatos telefônicos ou via correio eletrônico para fins de 

avaliação da sobrevida.  

Os dados clínicos Foram recuperados exclusivamente por um mesmo pesquisador 

(autor do estudo) previamente treinado para a correta extração dos dados e as informações 

foram registradas em planilhas de registro padronizadas.  

5.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Características clínico-patológicas são apresentadas de forma descritiva. A associação 

entre a expressão de PD-L1 e variáveis clinico-patológicas foi avaliada utilizando teste qui-

quadrado e teste exato de Fisher de acordo com o tamanho da amostra. Valores de p < 0,05 
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(bi-caudados) indicarão significância estatística. Variáveis contínuas foram comparadas 

utilizando teste de Wilcoxon rank-sum. 

Curvas de Kaplan-Meier foram utilizadas para estimar a distribuição de sobrevida 

global e tempo para recorrência entre os grupos que PD-L1 positivo versus PD-L1 negativo. 

Comparações entre os grupos, conforme a expressão de PD-L1 foram realizadas com o teste 

log-rank e modelos de Cox para definir associações entre sobrevida e fatores clínico 

patológicos. 

 Conforme previamente relatado nos estudos que avaliaram a expressão de PD-L1 em 

pacientes com CCR de células claras, foram consideradas positivas qualquer expressão de 

PD-L1 ≥ 5% na membrana da célula tumoral. Expressões inferiores a este ponto de corte são 

consideradas negativas. A expressão de PD-L1 em áreas de infiltrados linfocitários intra-

tumorais foi considerada positiva quando escores ≥ 1.  
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6 CONSIDERAÇÕES SOBRE ESTA TESE 

Durante o período de desenvolvimento deste projeto de pesquisa, foram possíveis 

diversas publicações na área de oncologia genito-urinária. Tais estudos envolvem 

principalmente pesquisa translacional na área de imunoterapia ou biomarcadores moleculares 

associados à terapia alvo. Optou-se, seguindo as normas do Programa de Pós-graduação, por 

centrar a discussão desta tese em dois artigos principais já publicados. Desta forma, os demais 

estudos desenvolvidos no mesmo período estão apresentados como apêndices da tese a fim de 

complementar os dados aqui apresentados e de documentar parte da produção científica e 

premiações recebidas durante o curso de doutorado. 
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7 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

Todos os pacientes selecionados para participar dos respectivos projetos de pesquisa 

aqui apresentados estudo apresentam termo de consentimento livre e esclarecido assinado 

referentes ao protocolo originalmente entitulado: “Collection of Specimen and Clinical Data 

from Patients with Renal Cell Carcinoma (DFCI Protocol No.: 01-130)”. Este estudo foi 

elaborado de acordo com as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo 

seres humanos vigentes neste país e nesta instituição, sendo registrado e aprovado pela 

comissão de ética local (IRB, do inglês “Institutional Review Board”) conforme legislações 

federais vigentes no país em questão. Este protocolo prevê o estudo de biomarcadores em 

células tumorais e a coleta de dados clínicos de paciente com câncer de rim, incluindo o 

biomarcador utilizado neste projeto. 

Pacientes ou material biológico oriundos do Brasil não foram envolvidos na realização 

dos estudo. Os anticorpos utilizados para avaliação imunohistoquímica foram desenvolvidos 

pelo Dr. Gordon Freeman, dentro da mesma instituição, estando disponíveis para uso com 

autorização prévia. 

Os projetos de pesquisa aqui descritos também receberam aprovação do Comitê 

Científico e do Comitê de Ética vinculados ao Programa de Pós-graduação da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul. 
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8 ARTIGOS  

8.1 PD-L1 IN NON-CLEAR CELL RENAL CELL CARCINOMA 
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8.2 PROGREMMED DEATH-1 LIGAND IN ADRENOCORTICAL CARCINOMA: AN 

EXPLORATORY BIOMARKER STUDY  
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os estudos apresentados acima caracterizaram de forma inédita na literatura médica a 

expressão de PD-L1 em células tumorais e infiltrados leucocitários em neoplasias genito-

urinárias de baixa incidência (CCR de células não claras e carcinomas do córtex da glândula 

adrenal). Estes estudos mostram que tais neoplasias são capazes de expressar PD-L1 

sugerindo que o sistema imunológico pode fazer parte da fisiopatologia da doença e de sua 

progressão. Entretanto, são vários os fatores que influenciam na expressão destes marcadores 

e estes devem ser avaliados com cautela na interpretação dos dados apresentados. O valor 

prognóstico deste marcador não pode ser estabelecido de forma definitiva nestes estudos. 

Contudo, a expressão deste marcador parece estar associada a um pior prognóstico naqueles 

pacientes com CCR de células não claras. 

É importante ressaltar, conforme previamente descrito nos respectivos manuscritos, 

que estes estudos possuem limitações: a associação dos achados apresentados com os diversos 

outros fatores que são parte da resposta imunológica estão fora do escopo destes projetos de 

pesquisa e devem ser abordados em estudos futuros. Da mesma forma, a correlação destes 

achados com as demais vias de ativação molecular que participam do processo do ciclo 

celular e progressão tumoral, também não podem ser respondidas e devem ser foco de estudo. 

Além disso, a metodologia utilizada para avaliar a expressão imuno-histoquímica desta 

proteína é controversa em relação a sua validade externa. Diferentes anticorpos e métodos de 

quantificação tem sido utilizados para caracterização deste marcador em diferentes neoplasias 

sólidas. Desta forma, comparações entre estas metodologias tornam-se difíceis e a 

padronização dos métodos deve ser prioridade. 

Estudos recentes mostram que a utilização do sistema imunológico no combate ao 

câncer aumenta a sobrevida global de pacientes com histologias específicas, produzindo 

resposta duradouras em um subgrupo de pacientes respondedores ao tratamento. Tal 

conhecimento caracteriza uma mudança de paradigmas no tratamento do câncer; porém 

muitas questões relacionadas a este tema ainda precisam ser respondidas.  

Em suma, os estudos apresentados nesta tese estudos respaldam a hipótese de que 

inibidores da via do PD-L1 podem ser drogas ativas no tratamento de neoplasias genito-

urinárias de baixa incidência em estágio avançado onde poucos tratamentos estão disponíveis 
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e o prognóstico é reservado. Estes estudos justificam a inclusão de pacientes portadores desta 

patologia em estudos clínicos prospectivos avaliando tais drogas. Estudos futuros, já 

planejados em grandes centros, poderão validar os dados aqui apresentados e abordar as 

demais associações e correlações não abordadas neste estudo. 
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APÊNDICE A - Association of PD-L1 expression on tumor-infiltrating mononuclear 

cells and overall survival in patients with urothelial carcinoma 
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APÊNDICE B - Differential expression of PD-L1 between primary and metastatic sites 

in clear cell renal cell carcinoma 
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APÊNDICE C - Correlation of PD-L1 tumor expression and treatment outcomes in 

patients with renal cell carcinoma receiving sunitinib or pazopanib: results from 

COMPARZ, a randomized controlled trial 
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APÊNDICE E - Adrenocortical carcinoma: The management of metastatic disease 
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APÊNDICE F - MET as a Target in Papillary Renal Cell Carcinoma 
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APÊNDICE H - HER2 as a target in invasive urothelial carcinoma 
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