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RESUMO 

Neif, J.A. Avaliação da expressão dos biomarcadores PD-1 e PD-L1 em tumores de sítio 

primário desconhecido e seu microambiente tumoral. Dissertação (Mestrado). Barretos: 

Hospital de Câncer de Barretos; 2020. 

INTRODUÇÃO: O câncer de sítio primário desconhecido é um grupo heterogêneo de 

tumores para os quais a origem permanece desconhecida, apesar de detalhada investigação. 

Os sintomas por ele causados são geralmente decorrentes da metástase e a sua 

apresentação clínica pode ser influenciada não somente por processos biológicos do tumor, 

mas também decorrente de processos regulatórios no microambiente tumoral como a 

expressão dos biomarcadores PD-1 (programmed cell death 1) e seu ligante PD-L1 

(programmed cell death ligand 1), que se configuram como checkpoints imunológicos. 

OBJETIVOS: Avaliar a expressão de PD-1 e PD-L1 em tumores de sítio primário desconhecido 

e seu microambiente tumoral e suas possíveis associações com características clínico-

patológicas e desfechos clínicos em pacientes com este tipo de tumor. MATERIAIS E 

MÉTODOS: A expressão de PD-1 e PD-L1 foi avaliada em cânceres de sítio primário 

desconhecido, utilizando a técnica de imuno-histoquímica e esta última analisada por TPS e 

CPS score. A sobrevida global foi analisada utilizando o método de Kaplan Meier e 

comparações das curvas através do teste de log rank. RESULTADOS: 108 pacientes foram 

analisados e a expressão de PD-L1, avaliada tanto por TPS quanto CPS, foi de 

aproximadamente 18. PD-1 estava expresso em cerca de 8% dos casos. A expressão de PD-L1 

é significativamente menos frequente em pacientes com predomínio de metástase hepática 

ou óssea e mais frequente nos pacientes com metástase em linfonodos. A sobrevida global 

mediana foi de cerca de 4 meses e a predominância de metástases hepáticas esteve 

associada a pior prognóstico, enquanto o uso de quimioterapia e baixo PS-ECOG associaram-

se a melhor sobrevida. A expressão de PD-L1 associou-se curiosamente a uma melhor 

sobrevida global. CONCLUSÃO: PD-L1 é expresso em um subgrupo de pacientes com câncer 

de sítio primário desconhecido e está associado a uma melhor sobrevida.  É necessário 

explorar melhor o microambiente deste tipo de tumor para entender os fatores associados à 

sua imunobiologia e consequentes desfechos clínicos. Imunoterapia pode ter um papel 

importante em mudar a sua história natural e merece ser avaliada.  

Palavras-chaves: PD-1; PD-L1, Neoplasias, Primário Desconhecido; Microambiente Tumoral. 



ABSTRACT 

 

Neif, J.A. Thesis (MS). Evaluation of the expression of PD-1 and PD-L1 biomarkers in tumors 

of unknown primary site and their tumor microenvironment. Barretos: Barretos Cancer 

Hospital; 2020. 

BACKGROUND: Cancer of unknown primary site is a heterogeneous group of tumors for 

which the origin remains unknown, despite detailed investigation. Its clinical presentation 

occurs due to symptoms resulting from metastasis, which can be influenced not only by 

biological processes of the tumor, but also due to regulatory processes in the tumor 

microenvironment such as the expression of the PD-1 biomarkers (programmed cell death 1) 

and its PD ligand -L1 (programmed cell death ligand 1), which are configured as 

immunological checkpoints. OBJECTIVE: To evaluate the expression of PD-1 and PD-L1 in 

tumors of unknown primary site and tumor microenvironment and their possible 

associations with clinical-pathological characteristics and clinical outcomes in patients with 

this type of tumor. METHODS: The expression of PD-1 and PD-L1 was evaluated in cancers of 

unknown primary site, using the immunohistochemistry technique and measured by CPS and 

TPS score. Overall survival was analyzed using the Kaplan Meier method and comparisons of 

the curves using the log rank test. RESULTS: 108 patients were analyzed and the expression 

of PD-L1, assessed by both TPS and CPS, was approximately 18. PD-1 was expressed in about 

8% of cases. PD-L1 expression is significantly less frequent in patients with a predominance 

of hepatic or bone metastasis and more frequent in patients with a predominance of nodal 

metastasis. The median overall survival was about 4 months and the predominance of liver 

metastases was associated with a worse prognosis, while the use of chemotherapy and low 

PS-ECOG were associated with better survival. The expression of PD-L1 was curiously 

associated with better overall survival. CONCLUSION: PD-L1 is expressed in a subset of 

patients with cancer of unknown primary site and is associated with better survival. It is 

necessary to better explore the microenvironment of this type of tumor to understand the 

factors associated with its immunobiology and consequent clinical outcomes. 

Immunotherapy can play an important role in changing your natural history and deserves to 

be evaluated. 

Keywords: PD-1; PD-L1; Neoplasms, Unknown Primary; Metabolism; Tumor 

Microenvironment.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Conceito e epidemiologia 

Os tumores de sítio primário desconhecido, do inglês CUP (Cancers of Unknown 

Primary), são neoplasias metastáticas confirmadas histologicamente, em que o sítio primário 

não pode ser identificado após extensa avaliação clínica.1, 2 Eles representam cerca de 3 a 5% 

de todos os tumores mais frequentemente diagnosticados nos países desenvolvidos, com a 

incidência equivalente em homens e mulheres, sendo a idade média ao diagnóstico em 

torno de 60 anos.2  

Nos Estados Unidos, foram estimados 31.480 novos casos diagnosticados em 2019, 

correspondendo à aproximadamente 2% de todos os casos de câncer para este país.  

Entretanto, o número de mortes estimadas atingiu 45.140 para o mesmo ano. É possível que 

ocorra um desconhecimento da real incidência deste tipo tumoral, visto que os registros das 

causas de óbitos são imprecisos.3 

No Brasil, os dados do INCA (Instituto Nacional do Câncer) não incluem tumores de 

sítio primário desconhecido.4 

 

1.2 Apresentação clínica e prognóstico 

 Tumores de sítio primário desconhecido são caracterizados por possuírem uma ampla 

variedade de apresentações clínicas e, na maioria dos casos, determinantes de um 

prognóstico ruim, relacionado a um comportamento agressivo e imprevisível, por não 

apresentarem um padrão de disseminação característico.5  

Em mais de 50% dos casos diagnosticados, são observados múltiplos sítios de 

metástases, com predomínio para determinados órgãos como fígado, pulmões, ossos e 

linfonodos.6 Dados na literatura revelam que em 20 a 50% dos casos o tumor primário pode 

não ser identificado ao longo do curso da doença e a realização da necrópsia pode ser uma 

ferramenta valiosa para tal. Ainda assim, porém com baixa frequência, o tumor primário 

latente seja altamente provável de surgir no decorrer do tempo.7, 8 

 O prognóstico é ruim em 80% dos pacientes diagnosticados com CUP e a sobrevida 

global mediana é de apenas 6 meses.2 Há algumas características que interferem na 

sobrevida. Dentre as desfavoráveis, destacam-se sexo masculino, pessoas com idade maior 
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ou igual a 65 anos, Performance Status (PS) ruim, múltiplas comorbidades, adenocarcinomas 

com metástases envolvendo múltiplos órgãos, presença de metástases peritoneais ou 

múltiplas metástases cerebrais de adenocarcinoma ou de carcinoma espinocelular (CEC).9 

Para esses pacientes, o tratamento quimioterápico empírico comumente é realizado. 

 As características que determinam um prognóstico favorável são tumor único, 

pequeno e potencialmente ressecável, carcinoma pouco diferenciado com disseminação 

nodal em linha média, CEC com envolvimento de linfonodo cervical, CEC com adenopatia 

inguinal isolada, carcinomas neuroendócrinos, mulheres com adenocarcinoma papilífero na 

cavidade peritoneal, mulheres com adenocarcinoma envolvendo apenas linfonodos axilares 

e homens com metástases ósseas osteoblásticas associado a um valor de antígeno 

prostático específico (PSA) elevado.10 Para tais pacientes, as abordagens terapêuticas 

direcionadas devem ser consideradas, visto que podem promover algum benefício clínico. 

Nesse contexto entram os tratamentos loco-regionais ou regimes específicos de 

quimioterapia.  

  

1.3 Patologia 

 Após a avaliação microscópica inicial, o CUP pode ser classificado em 5 subtipos 

histológicos principais. São eles: adenocarcinoma bem ou moderadamente diferenciado 

(60%); adenocarcinoma pouco diferenciado ou carcinoma indiferenciado (25 a 30%), 

carcinoma espinocelular (5%); neoplasia maligna pouco diferenciada (5%) e tumores 

neuroendócrinos (1%).2 A complementação com o estudo imuno-histoquímico (IHQ) é 

necessária na tentativa de identificar o tecido de origem.11, 12 

 O uso da imuno-histoquímica (IHQ), mesmo que não recomendado de maneira 

indiscriminada, é baseado na existência de perfis de expressão concordantes entre o câncer 

primário e a sua metástase.13, 14 Contudo, há limitações envolvidas no processo, 

representadas por fatores que interferem na antigenicidade tecidual; variabilidade 

interpretativa intra e interobservador; heterogeneidade tecidual e inadequação das 

amostras biopsiadas. A despeito disso, quando os painéis imuno-histoquímicos são bem 

executados e interpretados, a correta identificação do sítio primário ocorre em cerca de 75% 

das amostras.15 Eles trazem informações sobre a linhagem do tumor, o tipo celular e o 

diagnóstico patológico.16 Nesse processo, contudo, não é recomendado que uma grande 

série de marcadores imuno-histoquímicos sejam avaliados, pois não estabelece correlação 
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com a precisão diagnóstica.17 A primeira etapa do estudo preconiza a determinação da 

linhagem, ou seja, classificar inicialmente o tumor em carcinoma, sarcoma, linfoma ou 

melanoma. Após essa avaliação inicial, se procede com os marcadores específicos na 

tentativa de se identificar o sítio primário.15 

Sendo assim, a análise IHQ associada a uma ampla propedêutica, composta por 

anamnese detalhada, exame físico minucioso, exames laboratoriais e de imagem, colabora 

para presumir o diagnóstico e consequentemente estabelecer o melhor tratamento.18 

 

1.4 Avaliação inicial 

Os pacientes com suspeita de neoplasia metastática devem ser submetidos a uma 

avaliação propedêutica inicial bastante ampla, que deve incluir história clínica completa e 

exame físico minucioso. Nessa abordagem, são recomendados rotineiramente exames 

laboratoriais, pesquisa de sangue oculto nas fezes e tomografia computadorizada de tórax, 

abdômen e pelve, visto que o exame de imagem representa um papel fundamental na 

avaliação diagnóstica.19 A endoscopia pode ser incluída na avaliação inicial apenas se 

clinicamente indicado.  

 Apesar da tomografia computadorizada (TC) representar a modalidade de imagem 

mais frequentemente utilizada em pacientes com CUP, a tomografia por emissão de 

pósitrons (PET-CT) pode ser justificada em algumas situações, já que se demonstrou útil para 

o diagnóstico, estadiamento e reestadiamento de muitas neoplasias malignas.20, 21 Como 

exemplo, pode ser uma ferramenta valiosa para os pacientes com sítio único de metástase e 

passível de ressecção com intenção curativa.22 No entanto, apesar de ter demonstrado 

especificidade intermediária e alta sensibilidade em alguns estudos, são necessários outros 

estudos randomizados e maiores para se determinar a mais adequada utilidade clínica do 

PET.23 Uma das principais limitações do método está relacionada ao pouco acúmulo do 

radiofarmaco fluordeoxiglicose-18F (FDG) em determinados tecidos neoplásicos, que coloca 

limites em estabelecer a localização anatômica das anormalidades funcionais. Nesse cenário, 

a combinação do PET com TC ou ressonância nuclear magnética (RNM) pode fornecer 

informações mais precisas e úteis.24 

 O acometimento de linfonodos axilares e mediastinais por adenocarcinoma é 

altamente suspeito para neoplasia de mama e o exame de mamografia é recomendado. 

Quando este não é capaz de estabelecer o diagnóstico, a RNM ou a ultrassonografia (USG) 
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podem ser considerados. Especialmente para as mulheres com tecido mamário denso, a 

RNM também pode ter um papel importante para avaliar a extensão da doença e a parede 

torácica.25 

 Quando se dá o acometimento de linfonodos mediastinais por adenocarcinoma em 

homens com menos de 50 anos e para àqueles portadores de massas retroperitoneais com 

menos de 65 anos, deve-se presumir o diagnóstico de tumor de células germinativas de 

testículo.26 Assim, são recomendadas as dosagens de determinados marcadores tumorais, 

tais como beta-hCG e alfa-fetoproteína, assim como uma USG dos testículos, principalmente 

se as dosagens séricas estiverem acima do limite superior da normalidade. 

 Para os homens com acometimento mediastinal, em que a investigação não indicou 

um tumor primário de células germinativas, é recomendado que se proceda análises 

patológicas adicionais no sentido de avaliar a possibilidade de neoplasia de pulmão de 

células não pequenas.26  

 Em mulheres com acometimento por adenocarcinoma em linfonodos mediastinais 

e/ou inguinais, acompanhado ou não por derrame pleural, ascite ou massa em 

retroperitônio, pode-se presumir diagnóstico de neoplasia de ovário e é recomendado 

nesses casos a dosagem sérica do marcador tumoral CA-125, assim como avaliação 

ginecológica.27 

 Todos os homens com mais de 40 anos portadores de adenocarcinoma de sítio 

primário indeterminado, com exceção daqueles com metástases limitadas ao fígado ou ao 

cérebro, devem ter a dosagem dos níveis de PSA. Da mesma maneira para àqueles que 

apresentam metástases ósseas ou múltiplos locais de envolvimento, independentemente da 

idade.28 

 Em pacientes com acometimento de linfonodo inguinal é recomendada a avaliação 

proctológica para investigar neoplasias de reto ou ânus.29 A avaliação endoscópica é 

recomendada para pacientes com metástase hepática e sugerida caso haja acometimento 

ganglionar em região supraclavicular, mas não recomendada rotineiramente para os 

pacientes que apresentam ascite maligna. Como a diferenciação entre adenocarcinoma 

metastático para o fígado e carcinoma hepatocelular primário é por vezes um desafio, pode-

se lançar mão do uso de alfa-feto proteína como marcador diagnóstico.30 Na ausência de um 

resultado positivo para a presença de sangue oculto nas fezes ou outros fatores clínicos que 

possam sugerir neoplasia de cólon, como obstrução intestinal ou carcinomatose, a 
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colonoscopia tem um baixo rendimento para se estabelecer o diagnóstico e não deve ser 

recomendada.31 

 Diante dessa dificuldade em transmitir aos pacientes informações diagnósticas mais 

precisas sobre a doença, é de fundamental importância discutir com os mesmos a história 

natural e o prognóstico desse tipo de neoplasia e fornecer apoio psicológico, visto que 

manifestações psiquiátricas, incluindo ansiedade e depressão são mais comuns em pacientes 

com CUP do que naqueles com primário conhecido.32 Agregado ao suporte psicossocial e 

diante da gravidade e incurabilidade da doença, o gerenciamento de sintomas, as discussões 

sobre finitude e as intervenções em cuidados paliativos devem ser muito bem explorados.33 

 

1.5 Tratamento 

 Uma gama de esquemas de tratamentos quimioterápicos foi avaliada em pacientes 

com CUP objetivando ganho em sobrevida e controle dos sintomas. Apesar de vários 

regimes terem demonstrado eficácia em estudos de fase II, uma revisão sistemática 

publicada em 2012 que abrangeu pacientes com apresentações desfavoráveis, concluiu que 

nenhum regime específico pode ser recomendado como padrão.34 Historicamente, taxas de 

resposta de 20% e sobrevida global mediana de 6 meses foram observadas em pacientes 

tratados com esquemas baseados em taxano ou platina.26 Outra revisão sistemática com 

metanálise publicada em 2013 chegou praticamente a mesma conclusão, com os taxanos 

mostrando possível pequena vantagem sobre os esquemas baseados em platina.35 As 

diretrizes recomendam tratamento quimioterápico para os pacientes sintomáticos, desde 

que estejam clinicamente aptos para recebê-lo, visto que a eficácia é limitada e toxicidade 

considerável. 

 O regime de quimioterapia deve ser escolhido com base no tipo histológico e no grau 

de diferenciação, sendo que os tumores indiferenciados parecem ser responsivos à 

quimioterapia baseada em cisplatina.36, 37 

 Há alguns regimes que podem ser utilizados baseados em estudos de fase II e III. A 

combinação que utilizou paclitaxel e carboplatina, associado ou não ao etoposideo foi 

testada em alguns estudos e se mostrou efetiva no tratamento do adenocarcinoma de sítio 

primário indeterminado.38 Os regimes baseados em platina também são utilizados para 

tratar carcinoma espinocelular disseminado, sendo o regime que envolve a combinação de 
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cisplatina e fluorouracil o mais frequentemente prescrito para o CEC de sítio primário 

desconhecido.39 

 Outra modalidade terapêutica que pode ser considerada circunstancialmente é a 

radioterapia, principalmente na doença localizada e particularmente no cenário adjuvante. 

Também pode ser indicada para o tratamento de lesões ósseas, massas em retroperitônio 

ou CEC com acometimento linfonodal.40 No cenário paliativo, pode ser considerada para 

situações que envolvem controle de dor, fratura patológica ou síndrome de compressão 

medular. 

  

1.6 Avaliação molecular 

 O CUP se caracteriza por apresentar anormalidades cromossômicas, superexpressão 

de vários genes, tais como EGFR, c-Kit/PDGFR, Ras, BCL2, HER2 e mutação de p53.41, 42  

 Nos últimos anos diversos estudos têm tentado traçar os perfis moleculares com o 

principal objetivo de identificar o tecido de origem no CUP.17 O racional desses ensaios é 

baseado na pressuposição de que o perfil das metástases é semelhante ao do tumor 

primário, sendo as plataformas utilizadas baseadas em RNA mensageiro ou micro RNA’s.43-47 

A taxa de precisão demonstrada quando a validação é realizada utilizando amostras de tipos 

de tumores conhecidos alcança valores de 85 a 90%. Particularmente para o CUP, como há 

dificuldade de confirmar o local de origem do tumor, essa precisão é absolutamente difícil 

de ser mensurada e se faz necessário correlacionar com os dados de IHQ, apresentação 

clínica e resposta ao tratamento. No transcorrer desse processo, o alerta ao eventual 

aparecimento do tumor primário latente é pertinente.48 

 O sequenciamento genético de nova geração (NGS) também tem sido explorado para 

caracterização do genoma de CUP e tem o potencial de identificar biomarcadores capazes de 

direcionar para uma terapia alvo, possibilitando melhores desfechos para uma doença de 

prognóstico bastante desfavorável. Um ensaio recente de NGS, que envolveu amostras de 

200 pacientes com CUP, permitiu a identificação de pelo menos uma alteração genômica 

com alvo terapêutico em potencial em 85% dos casos.49 Entretanto, o benefício clínico 

baseado nesses ensaios moleculares permanece incerto e outros estudos prospectivos são 

necessários para verificar a efetividade do tratamento dos pacientes com CUP vinculado à 

avaliação molecular.50 Assim, até que resultados mais robustos e dados comparativos de 

eficácia estejam disponíveis, os patologistas e oncologistas devem usar essa ferramenta de 
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modo bastante criterioso e em casos individualizados.51 Dessa forma, apesar das duas 

metodologias oferecerem uma faixa de precisão semelhante na classificação do tumor em 

relação a sua origem, ainda não está claro se a predição gênica conduz a melhores desfechos 

clínicos para os pacientes, motivo pelo qual, essa avaliação ainda não é recomendada na 

investigação diagnóstica de pacientes com CUP. 

Atualmente, é notória a maior compreensão do papel do sistema imunológico no 

processo de carcinogênese, sendo a evasão tumoral ao sistema imunológico considerada 

uma das características fundamentais do câncer. Este processo caracteriza-se pela perda da 

capacidade de vigilância imunológica, não se estabelecendo o reconhecimento e a 

eliminação das células tumorais.52 

 Os mecanismos gerais envolvidos no escape imunológico incluem a evasão inata, na 

qual as células T e outras células imunes são excluídas do microambiente tumoral e a evasão 

adaptativa, que permite ao tumor o estabelecimento de equilíbrio com o infiltrado de 

células T existente, processo este que envolve a seleção de clones de células tumorais 

menos imunogênicas ou células que adquirem mutações de perda de função em genes 

envolvidos no reconhecimento imunológico ou nas vias efetoras (figura 1).53  
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Figura 1 – Mecanismos de evasão tumoral. Durante a evasão adaptativa, as células tumorais 
imunogênica (vermelhas) são eliminadas e os mecanismos de resistência imunológica adaptativa, 
como o PD-L1 (amarelo), são regulados positivamente (Fonte: Stefani Spranger et al, 2018) 
 

 

 Algumas caminhos descritos relacionados à evasão inata merecem descate como: a 

ativação da via de sinalização da β-Catenina levando a falta de infiltração de células T por 

diminuição de células apresentadoras de antígenos; a mutação de PTEN por perda de função 

levando a falta de ativação das células dendríticas e macrófagos; a ativação da sinalização do 

c-Myc e por último, a ativação da via HIF, que resulta na ativação do VEGF-A e Cox, 

permitindo assim que oxigênio e nutrientes cheguem ao tumor. Outros caminhos se 

relacionam à evasão adaptativa, tais como perda da β-2 microglobulina levando a expressão 

pobre do MHC; perda da função dos genes que codificam JAK, resultando em sinalização 

diminuída do INF com diminuição da expressão de MHC e do recrutamento de linfócitos T 

CD8 e por fim, o aumento da regulação positiva de PD-L1.53 
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Ainda, os tumores podem desenvolver barreiras físicas, tais como o colágeno e a 

fibrina, ou estabelecer máscaras antigênicas.54 Sabe-se também que, após a sinapse 

imunológica, os sinais que estimulam ou inibem o sistema imune são originados a partir de 

moléculas corregulatórias, que são denominadas checkpoints imunológicos.55 

 Muitos estudos de imunologia relacionados ao tratamento do câncer vêm sendo 

desenvolvidos. O primeiro ensaio clínico foi realizado na década de 1970, no qual foram 

feitas instilações intravesicais de BCG (Bacilo Calmette-Guérin) em pacientes com tumores 

de bexiga superficiais, com consequente estímulo imunológico, o qual levou ao controle da 

doença, principalmente por diminuir as taxas de recidiva e progressão.56 No início dos anos 

2010, foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para tratamento de câncer de 

próstata metastático uma imunoterapia celular autóloga com Sipuleucel, que conferiu ganho 

em termos de sobrevida global. Neste tipo de tratamento, as células sanguíneas dos 

pacientes, tais como as células dendríticas, são extraídas através de leucaferese e fundidas 

com uma porção do antígeno prostático, sendo reinfundidas na corrente sanguínea para 

estimular o sistema imunológico.57 No mesmo ano, foi aprovado pelo FDA  para tratamento 

de melanoma metastático um anticorpo chamado Ipilimumabe, que atua contra o antígeno 

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte antigen 4). Este alvo está presente na superfície das células T 

e contribui para a inibição da resposta imunológica quando interage com uma proteína 

tumoral chamada CD-80 (cluster of differentiation 80) ou B7-1.58 

 Nesse mesmo contexto, outros alvos imunológicos foram sendo estudados e os 

resultados aplicados na prática clínica oncológica. Surgiram então pesquisas com PD-1 

(Programmed Cell Death 1 Receptor) e o seu ligante PD-L1 (Programmed Cell Death Ligand 

1), revelando que a hiperexpressão ou o aumento de função dos mesmos são mecanismos 

de evasão imune das células tumorais (Figura 2).59, 60  
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Figura 2 – Atuação dos inibidores de PD-1 e PD-L1 (Fonte: Gong et al, 2018) 

 

 O PD-1 é definido como uma proteína de membrana do tipo 1 e pertence à família de 

moléculas reguladoras de células T, denominadas CD28/B27.61 É formado por um domínio 

extracelular, por uma região transmembranar e uma cauda intracelular, sendo expresso na 

superfície das células T ativadas, células B e macrófagos.62 Atua principalmente nos tecidos 

periféricos, local em que ocorre a interação com seus ligantes imunossupressores, que 

podem estar expressos tanto nas células tumorais, quanto nas estromais.63 Em modelos pré-

clínicos, demonstrou-se que a inibição da interação entre PD-1 e PD-L1 pode estimular a 

resposta de células T in vitro e, consequentemente, aumentar a atividade antitumoral.64, 65 

Com estas descobertas, ficou claro que o PD-1 e os seus ligantes têm um papel importante 

no processo de evasão tumoral ao sistema imunológico. Dessa forma, vários estudos clínicos 

foram executados e, a partir deles, tratamentos com bloqueadores do complexo PD-1/PD-L1 

têm sido amplamente utilizados pela comunidade oncológica.66 Nos anos de 2010 e 2012, 

foram divulgados dados de atividade antitumoral e segurança de um anticorpo monoclonal 

anti-PD-1 (BMS-936558), posteriormente denominado Nivolumabe, em pacientes com 

neoplasias sólidas em estadios avançado e refratárias aos tratamentos estabelecidos, tais 

como melanoma, colorretal, rim, próstata e pulmão. Além disso, verificou-se uma relação 

entre a expressão de PD-L1 nas células tumorais e a taxa de resposta ao tratamento com o 

anticorpo.67-69 Em 2013, um outro estudo analisou a atividade e a segurança de um 

anticorpo anti-PD-L1 (MPDL3280A), denominado Atezolizumabe, sendo observadas taxas de 

resposta em neoplasias de pulmão, rim e mieloma múltiplo.70 



11 
 

 No ano de 2014, foi dada a aprovação do pembrolizumabe para o tratamento de 

melanoma avançado e o desenvolvimento clínico dos inibidores de PD-1 e PD-L1 no arsenal 

terapêutico oncológico se intensificou, culminando atualmente em uma gama de inibidores 

aprovados pelo FDA. Como mencionado e baseado nos  resultados do estudo KEYNOTE-001, 

o pembrolizumabe tornou-se o primeiro inibidor de PD-1 a receber aprovação para o 

tratamento do melanoma avançado ou irressecável após falha a primeira linha, 

representando uma taxa de resposta significativa e impacto também na sobrevida livre de 

progresão (SLP) e sobrevida global (SG) mediana.71 No ano seguinte, a indicação do 

pembrolizumabe se expandiu também para a primeira linha após os resultados do estudo de 

fase III KEYNOTE—006.72 

 Também em 2014, o nivolumabe foi aprovado pela primeira vez como tratamento de 

segunda linha em melanoma irressecável ou metastático, com base no estudo CheckMate 

037.73  

Aprovações subsequentes permitiram o emprego dos inibidores do ponto de 

verificação imune para outros tipos de neoplasias como câncer de pulmão de células não 

pequenas, carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço, carcinomas de células renais, 

carcinoma urotelial, carcinoma de células de Merkel e neoplasias com alta instabilidade 

microssatélite (MSI-H).74 

Assim, as indicações aprovadas para essa classe de drogas deixaram de ser apenas 

para os tumores e se expandiram para incluir malignidades hematológicas e fenótipos 

moleculares específicos, independentemente da histologia do tumor sólido.  

Contudo, apesar da atividade tumoral oferecida pelos agentes anti PD-1 e anti-PD-L1, 

prever respostas tumorais ao bloqueio continua sendo um desafio, uma vez que nem todos 

os pacientes obtêm benefícios terapêuticos e a busca pelo biomarcador ideal de resposta 

está sendo investigada ativamente, cenário em que a alta carga mutacional pode também 

prever benefícios da imunoterapia em diversos tipos de tumores, justificada pela 

imunogenicidade dos neoantígenos, como é o caso dos tumores com MSI-H ou defeitos no 

reparo do DNA.75, 76 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

 O microambiente tumoral vem mostrando uma importante contribuição para a 

compreensão da biologia dos tumores, como melanoma, pulmão, cabeça e pescoço, bexiga, 

rim, entre outros, sendo que alguns participantes da sua modulação têm sido apontados 

como alvos para potenciais estratégias terapêuticas.  

 Até o momento, os dados relacionados ao microambiente imunológico de tumores de 

sítio primário desconhecido são escassos e explorar a expressão de PD-1 e PD-L1 pode 

ajudar a explicar a apresentação clínica da metástase sem um primário evidente. 

 Este estudo exploratório pode gerar novas hipóteses e levar ao desenvolvimento de 

novos ensaios clínicos para uma doença com poucas opções terapêuticas efetivas, 

contribuindo para um melhor manejo clínico das neoplasias de sítio primário desconhecido. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 Através deste estudo, pretendeu-se analisar a expressão de proteínas de checkpoint 

imunológico e a possível associação com as características clínico-patológicas de pacientes 

diagnosticados com tumor de sítio primário desconhecido. 

 

3.2 Objetivos Específicos   

 - Identificar a expressão de PD-1 e PD-L1 em tumores de sítio primário desconhecido e 

no seu microambiente tumoral; 

 - Testar a associação da expressão de PD-1 e PD-L1 com os dados de sobrevida global; 

 - Testar a associação da expressão de PD-1 e PD-L1 com variáveis clínico-patológicas 

dos pacientes. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Delineamento do Estudo 

 Trata-se de um estudo observacional retrospectivo de coorte e de epidemiologia 

molecular de tumores de sítio primário desconhecido.  

Uma coorte de pacientes com câncer de sítio primário desconhecido que foram 

diagnosticados no Hospital de Câncer de Barretos (HCB) foi avaliada através de dados 

clínicos e moleculares de acordo com os objetivos do estudo. 

   

4.2 População de Estudo 

 A amostragem foi definida por conveniência e preenchida por pacientes 

diagnosticados no HCB entre o período de janeiro de 2000 a dezembro de 2016.  

Conforme dados analisados do Registro Hospitalar de Câncer e obedecendo os 

critérios de inclusão e exclusão abaixo descritos, foram estimados aproximadamente 150 

pacientes para que se tornassem elegíveis para o estudo. 

 

4.2.1 Critérios de Inclusão 

 - Idade maior ou igual a 18 anos; 

 - Diagnóstico clínico/radiológico de câncer de sítio primário desconhecido, CID10: C80; 

 - Estudo imuno-histoquímico; 

 - Avaliação do PSA para sujeitos do sexo masculino; 

 - Avaliação de beta hCG para os casos de carcinoma pouco diferenciado; 

 - Material biológico disponível e incluído em parafina no Departamento de Patologia 

do HCB. 

 

4.2.2 Critérios de Exclusão 

- Carcinoma de células escamosas limitado aos linfonodos cervicais;  

 - Mulher com adenocarcinoma limitado aos linfonodos axilares; 

 - Mulher com adenocarcinoma e envolvimento isolado da cavidade peritoneal; 

- Homem jovem (< 55 anos) com tumor crescendo na linha média, onde uma neoplasia 

de células germinativas possa ser esperada; 
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 - Carcinoma neuroendócrino; 

 - Metástase de melanoma; 

 - Metástase de tumor de pequenas células; 

- Presença de outra neoplasia maligna primária, com exceção de tumores de pele não- 

melanoma; 

 - Pacientes com sorologia positiva para o vírus HIV (Human Immunodeficiency Virus); 

 - Pacientes em uso crônico de agentes imunossupressores.  

 

4.3 Coleta de Dados Clínicos 

 A população do estudo foi selecionada a partir dos dados de Registro Hospitalar do 

HCB. Todos os pacientes que preencheram os critérios do estudo e submetidos ao 

tratamento no período estabelecido foram estudados. Como documento fonte, foram 

considerados os prontuários arquivados no SAME (Serviço de Arquivo Médico e Estatístico) 

do HCB, além de segundas vias dos exames dos laboratórios de suporte, caso estes 

estivessem referenciados em prontuário, mas ilegíveis ou inacessíveis. 

Todos os dados clínicos do estudo foram coletados e administrados utilizando a 

ferramenta de captura eletrônica de dados REDCap (Research Electronic Data Capture) 

hospedada pela própria Instituição.77 O REDCap  é um aplicativo seguro, baseado em rede e 

desenhado para suportar a captura de dados em estudos de pesquisa, proporcionando 1) 

interface intuitiva para entrada de dados válidos; 2) viabilidade de auditoria para o 

rastreamento de manipulação de dados e procedimentos de exportação; 3) procedimentos 

de exportação automática para transferência de dados sem cortes para pacotes estatísticos 

comuns; e 4) procedimentos para importar dados de fontes externas. 

 

4.4 Recuperação das Amostras Biológicas 

 As amostras biológicas foram recuperadas através dos números de registo no 

Departamento de Patologia, sendo todas provenientes de tumores primários desconhecidos 

e em condições técnicas para análise. Todos os casos foram revistos por um patologista 

independente para estabelecer as leituras propostas, além de filtrar alguma divergência 

entre o laudo registrado e o laudo emitido pela análise atual. 
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4.5 Técnica Imuno-histoquímica 

 Após selecionadas as lâminas com o tumor, os blocos de parafina correspondentes 

foram submetidos a cortes histológicos de 4 μm de espessura e colocados em lâminas com 

carga positiva (Starfrost®). 

 Com a finalidade de avaliar a imunoexpressão das proteínas, as lâminas foram 

desparafinizadas em estufa a 65 ºC C durante 1 hora. A reação imuno-histoquímica para a 

detecção das proteínas PD-1 e PD-L1 foram realizadas em plataforma de automação 

BenchMark Ventana Ultra™ (Ventana, Tucson, AZ, USA), por meio da utilização de multímero 

acoplado ao HRP (Horse Radish Peroxidase). Os kits de detecção utilizados foram: EnVision 

Flex High pH (Link), Ref.: K8000 e OptiView DAB IHC Detection Kit, Ref.: 06396500001.  

 Para a análise do PD-1, foi utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo anti-PD-1, 

clone NAT 105, Cell Marque, Ref.: 315M-96 e para a análise de PD-L1, foi utilizado o 

anticorpo PD-L1 (E1L3N®) XP® Rabbit mAb, Cell Signaling Technology, Ref.: 06396500001. 

Como controles positivos foram utilizados, respectivamente, cortes histológicos de tonsilas 

palatinas (amigdala) e placenta. 

 Após a coloração realizada na plataforma de automação, as lâminas foram secas e 

passadas em xilol para recebimento do meio de montagem orgânico (Dako Mounting 

Medium – Dako, Ref.: CS703), sendo aplicado 1 gota por lâmina e adicionado a lamínula. 

Após a secagem, as lâminas foram visualizadas em microscopia. 

As tabelas 1 e 2 sintetizam o protocolo de processamento aplicado pelo Laboratório de 

Histoquímica, Imuno-histoquímica e ISH (In Situ Hybridization) do Hospital de Câncer de 

Barretos. 
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Tabela 1. Protocolo para detecção de PD1 (Mb MAB PD1 Clone: NAT105, Ref.: 315M-96  Cell Marque) 

Tipo de Procedimento EnVision Flex High pH (Link), Ref.: K8000 

Desparafinização 
60 min, 65°C – Estufa de Aquecimento 
 

Recuperação antigênica (Condicionador Celular 
/ Identificação de Antígenos) 

20 minutos a 97°C.  EnVision FLEX Target Retrieval Solution, 
High pH (1x), Ref.: K8004 

Enzima (Protease) Não se aplica 

Anticorpo Primário 
PD1, Clone: NAT105, Cell Marque. Ref.: 315M-96 
Diluição: 1/100, Incubação: 40 minutos 

Amplificação 
EnVision FLEX+ Mouse (LINKER), (Link). Ref.: K8021 por 15 
minutos 

Corante de Contraste EnVision Flex Hematoxylin, Ref.: K8008, 5 minutos 

Pós-Corante de Contraste EnVision Flex Wash Buffer 1X, Ref.: K8007, 1 minuto 

 

 

Tabela 2. Protocolo para detecção de PDL1 (Rb MAB PD-L1 Clone: E1L3N, Ref.: 13684 - Cell Signaling) 

Tipo de Procedimento OptiView DAB IHC Detection Kit, Ref.: 06396500001 

Desparafinização 
60 min, 65°C – Estufa de Aquecimento; 
4 min, 70°C – Ventana Ultra 

Recuperação antigênica (Condicionador Celular 
/ Identificação de Antígenos) 

64 minutos a 97°C. ULTRA Cell Conditioning Solution 1 
(ULTRA CC1)”, Ref.: 05424569001 

Enzima (Protease) Não se aplica 

Anticorpo Primário 
Rabbit MAB PD-L1 (E1L3N), Ref.: 13684 - Cell Signaling; 
Diluição: 1/200, Incubação: 60 minutos 

Amplificação Não se aplica 

Corante de Contraste Hematoxilina II, 8 minutos 

Pós-Corante de Contraste (Coloração azulada) Bluing Reagent, 4 minutos 

 

Como as padronizações de contagem preconizadas diferem para os variados tipos de 

neoplasias e não existe um protocolo estabelecido para CUP, no momento das leituras, 

foram atribuídos valores quantitativos contínuos para as expressões de PD-1 e PD-L1, sendo 

considerado um cut off de positividade acima de 1.  

Para a contagem de expressão de PD-1, foi estabelecido o porcentual de células 

imunes positivas mais notadamente em membrana celular, sem referência para a 

intensidade de coloração. 

 Para a contagem de expressão de PD-L1, foi adotado o TPS, do inglês “Tumor 

Proportion Score”, em que a pontuação da proporção do tumor é a porcentagem de células 
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tumorais viáveis que apresentam coloração parcial ou completa da membrana em relação à 

todas as células tumorais viáveis presentes na amostra.78  

 Em análise complementar, também foi utilizado um score combinado, denominado 

CPS, do inglês Combined Positive Score. Nele, a avaliação é feita com base no número total 

de células positivas para PD-L1 (tumor, linfócitos e macrófagos) em relação ao total de 

células tumorais, o que permitiu a captura de células tumorais e imunológicas em uma 

mesma leitura.79 Essa parametrização foi adotada, visto que em determinados tumores a 

coloração de PD-L1 em células imunes está associada a resultados clínicos. 

 As fórmulas para os cálculos de TPS e CPS seguem abaixo representadas: 
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A figura 3 ilustra foto-micrografias das expressões imuno-histoquímicas dos marcadores PD-

1 e PD-L1 na célula tumoral do CUP (400x), assim como os respectivos controles. 
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4.6 Variáveis de Estudo 

 Foram utilizadas como variáveis do estudo os seguintes dados clínicos e moleculares 

como se segue: 

 - demográficos; 

 - patológicos; 

- imuno-histoquímicos; 

- metástases; 

- hábitos e história familiar; 

- exame físico e laboratorial; 

- tratamento sistêmico; 

- expressão de PD-1 

- expressão de PD-L1 por TPS e CPS 

 

4.7 Análise Estatística 

 Os resultados obtidos na avaliação da expressão dos diferentes marcadores biológicos 

foram analisados utilizando-se o software estatístico IBM-SPSS (versão 21.0, EUA). A 

descrição da amostra foi feita através de medidas de frequência, tendência e dispersão. Os 

grupos para análise foram definidos mediante a graduação final obtida na avaliação das 

reações imuno-histoquímicas descrita no ponto 4.5. A análise univariada foi utilizada para 

comparar categorias da amostra em relação às frequências encontradas dos marcadores 

biológicos analisados. Para isso, foram utilizados o teste do χ2 ou o teste exato de Fischer, de 

acordo com a característica da amostra. O teste t de student foi utilizado para análise de 

variáveis contínuas. As curvas de sobrevida global foram plotadas através do método de 

Kaplan-Meier e comparações univariadas de tempos de sobrevida foram realizadas através 

do teste de log rank. Para a análise de sobrevida global, foi considerado o tempo entre o 

diagnóstico e o óbito como evento de interesse ou a data da última informação do paciente 

vivo, sendo este último censurado. O modelo de regressão proporcional de risco de Cox foi 

utilizado para análise multivariada da sobrevida. O resultado foi considerado como 

significativo quando os testes apresentarem um alfa de 0,05 em um teste de hipótese 

bicaudal.  
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4.8 Aspectos Éticos 

 O projeto foi aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Câncer de 

Barretos sob o registro CAAE 51579715.0.0000.5437. Comprovante N. 029721/2017. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização da população do estudo 

 

5.1.1 Dados demográficos 

 Um total de 2585 prontuários médicos foram recuperados de pacientes classificados 

como CID10 C80, diagnosticados entre 2002 e 2016. Muitos casos foram excluído devido a 

classificação à admissão hospitalar como CID10 C80 e, após devida propedêutica diagnóstica, 

sofreram reclassificação para sítios primários conhecidos. Em 13 casos que possivelmente 

seriam incluídos, não havia material disponível no arquivo do departamento de patologia e 

em 6 casos a leitura não foi possível diante da baixa celularidade representada no corte (< 

100 células). Após seleção cuidadosa e respeitando os critérios do estudo, foram 

selecionados 108 casos de CUP para análise. 

No que diz respeito ao perfil epidemiológico, ilustrado na tabela 3, foi evidenciado 

predomínio das pacientes do sexo feminino (61 casos; 56,5%), com idade média ao 

diagnóstico de 60 anos e com extremos de idade de 20 e 89 anos. A maioria era procedente 

da região sudeste (87 casos; 80,6%), portadores de histórico familiar de câncer e não 

pertencentes ao grupo de tabagistas ou etilistas. A minoria dos pacientes pertencia a escala 

funcional PS-ECOG ≥ 2 (37 casos; 37,3%).   
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Tabela 3 - Dados demográficos 
  

Variável Categoria N (%) 

Idade média 60 

  mediana 61 

  intervalo 20 - 89 

Região Sudeste 87 80,6 

 
Centro-Oeste 12 11,1 

 
Nordeste 7 6,5 

 
Norte 1 0,9 

 
Sul 1 0,9 

Gênero Masculino 47 43,5 

  Feminino 61 56,5 

ECOG 0 12 11,1 

 
1 29 26,8 

 
≥ 2 37 34,3 

 
Ignorado 30 27,8 

Tabagismo Sim 47 43,5 

  Não 57 52,7 

  Ignorado 4 3,80 

Etilismo Sim 25 23,1 

 
Não 74 68,5 

 
Ignorado 9 8,4 

História familiar de câncer Sim 39 53,7 

  Não 58 36,1 

  Ignorado 11 10,2 

 

 

5.1.2 Dados clínicos 

 Conforme os dados ilustrados na tabela 4, o tipo histológico mais frequente foi 

adenocarcinoma (64 casos; 59,3%), seguido por carcinoma (33 casos; 30,6%) e CEC (11 casos; 

10,2%). Os sítios de metástases mais comuns foram linfonodo e fígado, sendo que este 

último também representou o sítio dominante de metástase mais frequente (42 casos; 38%). 

O tipo de tratamento mais adotado foi a quimioterapia paliativa (51 casos; 47,2%) e o 

principal esquema adotado a associação de carboplatina com paclitaxel (25 casos; 49%).  
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Tabela 4 - Dados clínicos 
   

Variável Categoria N % 

Tipo histológico Adenocarcinoma 64 59,3 

  Carcinoma 33 30,6 

  CEC 11 10,2 

Sítio da biópsia Fígado 35 32,4 

 
Linfonodo 30 27,8 

 
Osso 26 24,1 

 
Pulmão 0 0,0 

 
SNC 4 3,7 

 
Outro 13 12,0 

Sítios de metástase Fígado 58 53,7 

  Linfonodo 61 56,4 

  Osso 46 42,5 

  Pulmão 25 23,1 

  SNC 5 4,6 

  Outro 16 14,8 

Sítio dominante de metástase Fígado 42 38,9 

 
Linfonodo 27 25,0 

 
Osso 25 23,1 

 
Pulmão 2 1,9 

 
SNC 4 3,7 

 
Outro 8 7,4 

Tipo de tratamento Cirurgia 16 14,8 

  Radioterapia 40 37,0 

  Quimioterapia 1ª linha 51 47,2 

  Quimioterapia 2ª linha 15 13,8 

  Quimioterapia > 2ª linha 6 5,5 

Tipo de quimioterapia Carboplatina/Paclitaxel 25 49,0 

 
Gencitabina/Cisplatina 4 7,8 

 
Etoposídeo/Cisplatina 1 2,0 

  Outra 21 41,2 

 

 

5.1.3 Frequência dos marcadores imuno-histoquímicos  

 A figura 4 ilustra os marcadores explorados pelos patologistas e suas respectivas 

frequências. Destaque principal para as citoqueratinas CK7 e CK20, que foram representadas 

em cerca de 90% dos casos. A figura 5 ilustra a frequência dos marcadores imuno-

histoquímicos por gênero. Em média foram testados 7,56 marcadores por paciente, com 

desvio padrão de 2,64.  
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Figura 4 – Frequência dos marcadores imuno-histoquímicos 
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Figura 5 – Frequência dos marcadores imuno-histoquímicos por gênero 
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5.1.4 Curva de Receiver Operating Characteristic (ROC) para expressão de PD-L1 e 
sobrevida  
 A figura 6 representa uma curva ROC traçada com o objetivo de identificar o cut off 

ideal de positividade para a expressão de PD-L1, no âmbito de estabelecer a relação com 

dados de sobrevida. Conforme ilustrado, o valor de 0,32 atribuído a área sobre a curva 

configura pouca representatividade estatística. Apesar do cut off de 12,5 ser o ponto 

supostamente de melhor sensibilidade e especificidade, conforme ilustrado na tabela 5, o N 

da amostra compromete tal determinação e a diferença de número de casos entre o uso do 

cut off 12,5 e 1, é de apenas 3 casos. Portanto, considerando-se também as referências da 

literatura71, 80, optou-se por manter a convenção do critério de positividade > 1%, 

respeitando o caráter exploratório do estudo. 

 

 

 
Figura 6. Curva ROC 
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Tabela 5 - Coordenadas da Curva ROC  

 
Positivo se maior que ou igual aa Sensibilidade 1 - Especificidade 

-1,00 1,00 1,00 
0,50 0,14 0,50 
1,50 0,13 0,50 
2,50 0,12 0,40 
4,00 0,11 0,40 

12,50 0,11 0,30 
25,00 0,09 0,30 
42,50 0,05 0,20 
57,50 0,05 0,10 
65,00 0,03 0,10 
75,00 0,02 0,10 
81,00 0,00 0,00 

a. O menor valor de corte é o valor mínimo de teste observado menos 1 e o maior valor de corte é o valor 
máximo de teste observado mais 1. Todos os outros valores de corte são as médias de dois valores de 
teste reservados ordenados consecutivos. 
 
 

 

5.1.5 Expressão dos biomarcadores 

 A tabela 6 ilustra a expressão das proteínas PD-1 e PD-L1, mostrando que a grande 

maioria dos casos estudados não as expressaram, visto que 91,6% (99 casos) não marcaram 

PD-1 e 82,4% (89 casos) não marcaram PD-L1. Exatamente a mesma proporção foi 

encontrada quando a avaliação se deu através do sistema de pontuação combinado (CPS). 

 

Tabela 6 - Expressão quantitativa dos biomarcadores PD-1 e PD-L1 

Variável Categoria N % 

PD-1 Negativa 99 91,6 

  Positiva (> 1%) 9 8,4 

PD-L1 (TPS) Negativa 89 82,4 

 
Positiva (> 1 %) 19 17,6 

PD-L1 (CPS) Negativa 89 82,4 

  Positiva (> 1) 19 17,6 
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A tabela 7 descreve as medidas das expressões de PD-1 e PD-L1 quando relacionadas. Ficou 

evidente que na grande maioria dos casos (77,8%), ambas assumiram expressões 

concomitantemente negativas.  

 
 
 
Tabela 7 - Tabulação cruzada para os valores de expressão de PD-1 e PD-L1 

  
PD-1 Negativo PD-1 Positivo Total 

CPS Negativo 84 (77,8%) 5 (4,6%) 89 (82,4%) 

CPS Positivo 15 (13,9%) 4 (3,7%) 19 (17,6%) 

Total 99 (91,6%) 9 (98,3%) 108 (100%) 
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5.2 Correlação entre as características da população do estudo 

 

5.2.1 Relação entre a expressão de PD-1 nas células tumorais e características clínico-

patológicas 

 Tal como demonstrado na tabela 8, nenhuma das características estudadas mostrou 

associação significativa com a expressão de PD-1 nos casos.
 

bela 8- Expressão de PD-1 em células tumorais e características clínico-patológicas  

Variável Categoria   Negativa Positiva p valor 

      N % N %   

Idade < 60 anos   46 46,5 3 33,3 
0,51 

  ≥ 60 anos   53 53,5 6 66,7 

Gênero Masculino   43 43,4 4 44,4 
> 0,99 

  Feminino   56 56,6 5 5,6 

ECOG 0   11 15,5 1 14,3 

0,49 

  1   28 39,4 1 14,3 

  2   14 19,7 3 42,9 

  3   15 21,1 2 28,6 

  4   3 4,2 0 0,0 

Tabagismo Sim   43 45,3 4 44,4 
> 0,99 

  Não   52 54,7 5 55,6 

Etilismo Sim   22 24,4 3 33,3 
0,69 

  Não   68 75,6 6 66,7 

História familiar Sim   36 40,4 3 37,5 
> 0,99 

  Não   53 59,6 5 62,5 

Tipo histológico Adenocarcinoma   58 58,6 6 66,7 

0,77   Carcinoma   30 30,3 3 33,3 

  CEC   11 11,1 0 0,0 

Sítio de metástase Fígado   55 56,7 3 33,3 0,36 

 
Linfonodo 

 
57 58,2 4 44,4 0,75 

 
Osso 

 
40 43,5 6 75,0 0,08 

 
SNC 

 
5 6,4 0 0,0 0,99 

 
Pulmão 

 
24 24,7 1 11,1 0,99 

  Outro   15 17,2 1 12,5 0,99 

Sítio dominante de metástase 
Fígado 

Sim 40 40,4 7 61,1 
0,47 

  Não 59 59,6 2 38,9 

  
Linfonodo 

Sim 27 27,3 3 33,3 
0,71 

  Não 72 72,7 6 66,7 

  
Osso 

Sim 25 25,3 2 22,2 
> 0,99 

  Não 74 74,7 7 77,8 

  
SNC 

Sim 4 4,0 0 0,0 
> 0,99 

  Não 95 96,0 9 100,0 

  
Pulmão 

Sim 2 2,0 0 0,0 
> 0,99 

  Não 97 98,0 9 100,0 

  
Outro 

Sim 6 6,1 2 22,2 
0,13 

  Não 93 93,9 7 77,8 

Quimioterapia Sim 
 

47 47,5 4 44,4 
> 0,99 

  Não   52 52,5 5 55,6 
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5.2.2 Relação entre a expressão de PD-L1 nas células tumorais e características clínico-

patológicas 

 A análise dos dados numéricos apresentados na tabela 9, que demonstraram 

relevância estatística, permitiu afirmar que nos pacientes portadores de metástases 

predominantemente hepáticas ou predominantemente ósseas, a expressão de PD-L1 foi 

ausente ou negativa em maior frequência e nos pacientes portadores de metástases 

predominantemente linfonodais, a expressão de PD-L1 foi positiva em maior frequência. 

 

Tabela 9 - Expressão de PD-L1 em células tumorais e características clínico-patológicas  

Variável Categoria   Negativa Positiva p valor 

      N % N %   

Idade < 60 anos   37 41,6 12 63,2 
0,09 

  ≥ 60 anos   52 58,4 7 36,8 

Gênero Masculino   41 46,1 6 31,6 
0,25 

  Feminino   48 53,9 13 68,4 

ECOG 0   9 14,1 3 21,4 

0,14 

  1   23 36,9 6 42,9 

  2   13 20,3 4 28,6 

  3   17 26,6 0 0,0 

  4   2 3,1 1 7,1 

Tabagismo Sim   37 43,0 10 55,6 
0,43 

  Não   49 57,0 8 44,4 

Etilismo Sim   20 24,7 5 27,8 
0,77 

  Não   61 75,6 13 72,2 

História familiar Sim   31 38,8 8 47,1 
0,52 

  Não   49 61,3 9 52,9 

Tipo histológico Adenocarcinoma   52 58,4 12 63,2 

0,91   Carcinoma   28 31,5 5 26,3 

  CEC   9 10,1 2 10,5 

Sítio de metástase Fígado   52 59,1 6 33,3 0,13 

 
Linfonodo 

 
48 53,9 13 72,2 0,29 

 
Osso 

 
41 49,4 5 29,4 0,22 

 
SNC 

 
3 4,5 2 11,1 0,65 

 
Pulmão 

 
24 27,0 1 5,9 0,19 

  Outro   14 18,2 2 11,1 0,73 

Sítio dominante de metástase 
Fígado 

Sim 39 43,8 3 15,8 
0,03 

  Não 50 56,2 16 84,2 
  

Linfonodo 
Sim 21 23,6 9 47,4 

0,04 
  Não 68 76,4 10 52,6 
  

Osso 
Sim 26 29,2 1 5,3 

0,04 
  Não 63 70,8 18 94,7 
  

SNC 
Sim 2 2,2 2 10,5 

0,14 
  Não 87 97,8 17 89,5 
  

Pulmão 
Sim 2 2,2 0 0,0 

> 0,99 
  Não 87 97,8 19 100,0 
  

Outro 
Sim 3 3,4 5 26,3 

< 0,01 
  Não 86 96,6 14 73,7 

Quimioterapia Sim   42 47,2 9 47,4 
> 0,99 

  Não   47 52,8 10 52,6 
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5.2.3 Relação das informações clínico-patológicas e biomarcadores com sobrevida global 

 Em análise univariada, cujos dados numéricos estão apresentados na tabela 10, 

algumas características da população do estudo notadamente determinaram impacto no 

tempo de sobrevida global mediana, com significância estatística. Assim, pode-se inferir que 

quanto melhor a condição clínica do doente, representada por menores valores numéricos 

atribuídos ao PS-ECOG, maior a sobrevida para o paciente. Enquanto a presença de 

metástases hepáticas, assim como o predomínio delas nesse órgão, foram fatores deletérios 

e impactaram em uma menor sobrevida global, a presença de metástase predominante em 

linfonodos foi um fator de proteção. Outro fator de proteção que merece destaque foi o 

tratamento com quimioterapia, visto que os pacientes que a receberam sobreviveram mais. 

Por último, o grupo de pacientes que tiveram a expressão de PD-L1 positiva também obteve 

melhores resultados em termos de sobrevida. 
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Tabela 10 – Análise univariada para estimativa do risco relativo de óbito conforme características clínico-
patológicas 

Variável Categoria   N % Sobrevida  IC 95% HR p valor 

Idade < 60 anos   49 45,37 6,28 3,12 – 9,44 1,00 
0,43 

  ≥ 60 anos   59 54,63 3,32 2,05 – 4,59 1,17 

Gênero Masculino   47 43,5 3,12 1,82 – 4,43 1,00 
0,29 

  Feminino   61 56,5 5,32 2,58 – 8,07 0,80 

ECOG 0   12 15,38 17,96 3,55 – 32,36 1,00 < 0,01 
  1   29 37,17 7,07 3,37 – 10,77 2,59 0,02 
  2   17 21,79 5,19 2,32 – 8,07 5,08 < 0,01 
  3   17 21,79 1,51 0,00 – 3,15 4,94 < 0,01 
  4   3 3,87 0,49 0,00 – 1,12 7,33 < 0,01 

Tabagismo Sim   47 45,19 4,63 2,24 – 7,03 0,87 
0,5 

  Não   57 54,81 5,19 2,11 – 8,28 1,00 

Etilismo Sim   25 25,25 3,12 0,97 – 5,27 1,35 
0,21 

  Não   74 74,75 5,32 3,03 – 7,62 1,00 

Hístória familiar Sim   39 53,7 5,33 3,25 – 7,40 0,79 
0,29 

  Não   58 36,1 3,2 0,70 – 5,69 1,00 

Tipo histológico Adenocarcinoma 64 59,3 3,68 1,47 – 5,89 1,00 0,87 
  Carcinoma   33 30,6 5,19 2,27 – 8,12 0,93 0,76 
  CEC   11 10,2 4,63 0,03 – 9,24 0,85 0,64 

Sítio de metástase 
Fígado 

Sim 58 54,7 2,43 1,45 – 3,41 1,75 
< 0,01 

 
Não 48 45,3 6,61 4,78 – 8,44 1,00 

 Linfonodo 
Sim 46 23 3,19 2,82 – 7,57 0,76 

0,19 
 

Não 61 57 5,199 1,59 – 4,78 1,00 

 Osso 
Sim 46 46 6,25 2,76 – 9,73 0,88 

0,55 
 

Não 54 54 3,15 0,45 – 5,86 1,00 

 SNC 
Sim 5 6 9,83 0,79 – 18,87 0,57 

0,27 
 

Não 79 94 5,19 2,59 – 7,80 1,00 

 Pulmão 
Sim 25 23,6 2,03 3,11 – 7,28 1,29 

0,27 
 

Não 81 76,4 5,19 1,03 – 3,04 1,00 

 Outro 
Sim 16 16,9 2,1 0,00 – 4,49 1,63 

0,08 
  Não 79 83,1 5,29 3,24 – 7,35 1,00 

Sítio dominante de metástase 
Fígado 

Sim 42 38,9 2,4 1,32 – 3,47 1,74 
 < 0,01 

  Não 66 61,1 5,62 4,17 – 7,07 1,00 
  

Linfonodo 
Sim 27 25 7,07 0,00 – 19,07 0,58 

0,03 
  Não 81 75 3,16 1,80 – 4,50 1,00 
  

Osso 
Sim 25 23,1 6,61 2,11 – 11,1 0,86 

0,55 
  Não 83 76,9 3,39 1,19 – 5,58 1,00 
  

SNC 
Sim 4 3,8 5,62 1,17 – 10,07 0,86 

0,77 
  Não 104 96,2 3,38 1,16 – 5,16 1,00 
  

Pulmão 
Sim 2 1,9 1,11 0,424 – 1,81 4,04 

0,06 
  Não 106 98,1 4,96 3,18 – 6,75 1,00 
  

Outro 
Sim 8 7,5 2,1 0,24 – 3,96 0,98 

0,96 
  Não 100 92,5 4,63 2,86 – 6,40 1,00 

Expressão de PD-1 Negativa   99 91,6 4,63 2,55 – 6,71 1,00 
0,96 

  Positiva   9 8,4 5,32 2,4 – 8,25 0,98 

Expressão de PD-L1 (TPS e CPS) Negativa   89 82,4 3,19 1,15 – 5,22 1,00 
0,02 

  Positiva   19 17,6 17,96 1,21 – 34,70 0,42 

Quimioterapia Sim 
 

51 47,2 10,6 5,3 – 15,89 0,42 
< 0,01 

  Não   57 52,8 1,8 0,89 – 2,72 1,00 
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5.2.4 Relação das características clínico-patológicas e biomarcadores com sobrevida global 

– Regressão de Cox  

 Após regressão logística e conforme representado na tabela 11, a presença de 

metástases predominantemente hepáticas reafirmou-se como fator deletério para sobrevida 

global mediana, enquanto a expressão de PD-L1 positiva, o tratamento quimioterápico e 

ECOG com representações numéricas menores reafirmaram-se como fatores protetores. 

 

Tabela 11 – Análise multivariada – sobrevida global em pacientes com CUP 

   
IC 95% 

 
Variável Categoria OR LI LS p 

Sítio dominante de metástase no fígado Sim 2,85 1,63 4,97 0,00022 

Expressão de PD-L1  Positiva 0,37 0,16 0,83 0,01585 

Quimioterapia Sim 0,37 0,19 0,69 0,00179 

ECOG  0 
   

0,00024 

 
1 4,03 1,72 9,40 0,00126 

 
2 7,48 2,91 19,22 0,00003 

 
3 3,80 1,54 0,36 0,00369 

  4 15,46 3,40 70,29 0,00039 
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5.3 Representação das curvas de sobrevida  

 A sobrevida global mediana dos doentes incluídos nesse estudo foi de apenas 3,7 

meses, tal como representado no gráfico ilustrado pela figura 7 abaixo.

 

 

Figura 7 – Curva de Sobrevida Global Geral  
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A expressão de PD-L1 teve impacto na sobrevida, conforme representado pela figura 8. 

Os pacientes com expressão de PD-L1 apresentaram maior sobrevida global mediana: 17,96 

X 3,15 meses (HR 0,42; p: 0,02). Esses valores traduzidos na curva de Kaplan Meyer 

representam a avaliação da expressão de PD-L1 tanto por TPS, quanto pelo score combinado 

CPS, visto que o Coeficiente de Concordância de Kappa foi perfeito (Tabela 12).  

 

 

 Figura 8 – Curva de Sobrevida Global Mediana de acordo com a expressão de PD-L1 
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Tabela 12 - Medidas simétricas 

 
Valor 

Erro padronizado 
assintônicoa 

T 
aproximadob 

Significância 
aproximada 

Medida de concordância Kappa 1 0 10,39 0 

Nº de casos válidos 108       

a. Não assumindo a hipótese nula.       
 

b. Uso de erro padrão assintônico considerando a hipótese nula. 
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6 DISCUSSÃO 

 

  O câncer de sítio primário desconhecido é uma entidade patológica com 

comportamento biológico e clínico próprio, cuja atipia e agressividade relegam aos doentes 

uma sobrevida mediana configurada em poucos meses e cujo tratamento sistêmico traz 

ainda resultados modestos.81 Tratando-se de tumor sólido raro, reunimos uma significativa 

casuística de um grande centro brasileiro de tratamento do câncer, seguindo critérios de 

seleção bastante restritos, diante de uma doença com apresentação clínica heterogênea. Ao 

demonstrar a expressão dos checkpoints imunológicos PD-1 e PD-L1, tornamos possível 

explorar a hipótese da imunoterapia como potencial terapêutico para o CUP. 

 Nossa amostra foi representada por uma idade média de 60 anos como demonstrada 

em outros estudos para apresentação da doença.82 A sobrevida global dos pacientes foi de 

apenas 3,7 meses, seguindo os achados de outros estudos.83  Em um estudo de registros 

canadense, mais de 45.000 pacientes com metástases foram avaliados e 1743 deles 

possuíam sítio primário desconhecido.84  A sobrevida mediana encontrada para pacientes 

com CUP foi de apenas 2 meses. Interessante notar que aqueles que não receberam 

tratamento tinham uma sobrevida mediana ainda pior, de apenas 1,1 meses. Em nossa 

análise, mais da metade dos pacientes não receberam tratamento com quimioterapia e isso 

se deve principalmente a baixa performance clínica deles ao diagnóstico, chamando atenção 

para a necessidade de estratégias para um diagnóstico mais precoce e um intervalo mais 

curto entre o diagnóstico e início do tratamento sistêmico. 

 Estudos tem demonstrado com maior frequência a relação entre a expressão de PD-L1 

e prognóstico desfavorável85, 86, o que se coaduna com o entendimento que a expressão de 

PD-L1 pelo tumor promoveria a evasão do sistema imune proporcionando vantagens para a 

progressão da doença.87 Nós demonstramos que a expressão de PD-L1 tanto através do CPS 

quanto do TPS score foi associado curiosamente a uma sobrevida mediana quase seis vezes 

maior (17,96 X 3,15 meses (HR 0,42; p: 0,02). Entretanto, alguns tipos tumorais estudados 

quanto a expressão de PD-L1 também se associaram a melhor prognóstico, não sendo 

exclusividade do nosso estudo.88, 89 Em uma metanálise de Huang e col.89 estudando câncer 

de mama, a expressão de PD-L1 positiva esteve associada a uma sobrevida mais curta. 

Interessante notar que quando observado a expressão de PD-L1 apenas nos Linfócitos 
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Infiltrantes do Tumor (TIL’s), esta associação se inverteu com redução do risco relativo de 

morte de 59%. Nós encontramos uma redução de 58% do risco relativo de morte com a 

expressão de PD-L1, entretanto não exploramos a presença de TIL’s e sua expressão 

diferencial de PD-L1. Recentemente, tem sido descrito o papel de PD-L1 extracelular na 

forma de exossomos ou de proteína livre solúvel, atuando no microambiente tumoral de 

forma a inibir o sistema imune, e isso tem fomentado o desenvolvimento de terapias de 

bloqueio da produção de exossomos.90 Não foi possível explorar se estes elementos estavam 

presentes em nossa amostra. Entretanto, fica evidente que outros fatores podem atuar 

como players importantes no emprego dos Immune checkpoints e isso deve de alguma 

forma, ainda não inteiramente entendida, influenciar nos desfechos clínicos. 

Adicionalmente, em uma metanálise, Pyo e col. investigaram a expressão de PD-L1 e a sua 

correlação com a taxa de sobrevida em vários tumores malignos.91 Na análise, foram 

incluídos 16.176 pacientes de 97 estudos elegíveis e mostrou que a expressão de PD-L1 foi 

significantemente correlacionada com uma menor SG (HR: 1.27, IC95%, 1.097 – 1.486), em 

especial no câncer de esôfago e no carcinoma de células renais. No entanto, não foi 

encontrada associação entre a expressão de PD-L1 e a SG em pacientes com carcinoma 

colorretal, carcinoma hepatocelular, melanoma, tumores testiculares ou tumores tímicos. Os 

autores concluíram que essa heterogeneidade provavelmente estaria relacionada às 

diferentes abordagens metodológicas para avaliar PD-L1 em cada tipo de tumor, 

despertando atenção para uma verdadeira necessidade do estabelecimento de critérios 

padronizados no sentido de melhorar a previsibilidade prognóstica. 

A expressão de PD-L1 por IHQ é a mais comumente empregada, mas não há 

biomarcador preditivo reconhecidamente ideal para designar pacientes aos tratamentos 

com inibidores do ponto de verificação imune e tão pouco para CUP. Utilizando um cut-off 

de 1%, encontramos uma expressão de 17,6% para PD-L1 e de 8,4% para PD-1. Entretanto, 

existem diversos anticorpos e plataformas de processamento, assim como diferentes cut-

offs utilizados para identificar a expressão dessas proteínas. Koomen e col. produziram uma 

revisão sistemática direcionada em câncer de pulmão de células não pequenas, para 

comparar ensaios IHQ padronizados com foco específico na coloração e pontuação das 

células tumorais. Observou-se alta concordância interensaios entre os ensaios 22C3, 28-8, 

SP263 e testes desenvolvidos em laboratórios com validação adequada, como por exemplo 
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com o E1L3N®, o mesmo utilizado em nosso estudo. No entanto, uma diminuição da 

concordância interobservadores foi verificada com o uso de um ponto de corte de 1%. Os 

autores concluíram que isso poderia ser problemático na prática clínica, visto que a 

discordância dos patologistas nesse ponto de corte poderia resultar na negação de opões 

valiosas de tratamento para alguns pacientes.92 

  Apesar dos esforços para afirmação do PD-L1 como um biomarcador preditivo de 

resposta terapêutica, os pacientes cuja doença é negativa para PD-L1 por IHQ ainda podem 

obter benefício clínico com terapias anti-PD-1 ou anti-PD-L193, demonstrando que o valor 

preditivo negativo também é abaixo do ideal. Essa baixa confiabilidade da IHQ como 

biomarcador para imunoterapias está provavelmente relacionada à múltiplas variáveis, 

como mencionado anteriormente, uma das quais vinculada ao fato de que a expressão de 

PD-L1 é regulada por vários mecanismos, incluindo as vias MAPK e PI3K ou Akt, fatores 

transcricionais HIF1, STAT3 e NFKB e fatores epigenéticos.94 Além disso, a expressão de PD-

L1 pode ser transitória e ainda existir heterogeneidade tanto no paciente, quanto no 

tumor.95 Esse contexto possibilita fortalecer a ideia de que a amostragem do tumor em um 

único ponto no tempo ou em apenas um local ou parte de um tumor, pode não refletir com 

precisão o estado do eixo PD-1 ou PD-L1 em um paciente. Uma segunda variável importante 

é a baixa uniformidade nos anticorpos IHQ para PD-L1 e os diferentes limiares para a 

positividade que estão sendo utilizados.96 Os limiares de positividade para a expressão de 

PD-L1 para os estudos variam, o que proporciona um viés ao compará-los. Existem 

diferentes plataformas (Dako, Roche Diagnostics (Ventana)) para avaliação da expressão de 

PD-L1 com diferentes anticorpos (28-8, 22C3, SP263, SP142 e MIH1, dentre outros) e não há 

uma padronização quanto a um cut-off para positividade. Alguns estudos utilizaram 1%, 5%, 

50% ou mais para considerar a expressão de PD-L1 positiva.97 

Uma meta-análise que envolveu 41 ensaios clínicos e mais de 6000 pacientes com 

tumores sólidos avançados investigou o valor preditivo da expressão de PD-L1 em células 

tumorais e células imunes peri-tumorais, sendo todos utilizando ensaios imuno-

histoquímicos em plataformas automatizadas, tais como Dako 28-8, Dako 22C3, Ventana SP 

142, Ventana SP263 e Dako Clone 73-10. É importante ressaltar que nenhum dos tumores 

estudados incluíam CUP. Os resultados conseguiram demonstrar que a expressão de PD-L1 

foi preditiva de resposta em todos os tipos de tumores (HR 2,26, IC 95% , 1,85 - 2.75, p < 
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0.001)98. No entanto, nenhum estudo relatou um limite para o qual o valor preditivo positivo 

ou preditivo negativo se aproxima de 100%.  

Outra questão a ser salientada está relacionada a viabilidade do biomarcador que será 

medido e analisado no tecido. Garon e col. observaram que havia deterioração de PD-L1 em 

amostra tumorais cortadas em um período maior que 6 meses antes da reação99. No 

presente estudo, a coloração foi feita menos de um mês depois dos cortes. 

Poucos estudos anteriores tiveram o objetivo de investigar o perfil imunológico do 

CUP.100 Galatica e col. fizeram uma pesquisa abrangente de biomarcadores preditivos para o 

bloqueio do ponto de verificação imune no CUP e encontraram que 28% dos 389 casos 

apresentavam um ou mais biomarcadores preditivos (MSI-H, PD-L1 e/ou alta carga 

mutacional total), sugerindo a imunoterapia como um potencial terapêutico. Nesse estudo, 

o cut off para a positividade na expressão de PD-L1 foi de 5% e foi observada em 22,5% dos 

tumores, enquanto a presença de PD-1 expressando TILs foi observada em 58,7% dos casos. 

Os autores não objetivaram correlacionar com os dados de sobrevida.101 Um outro estudo 

japonês de Haratani e col. avaliou em uma coorte retrospectiva no Hospital Universitário 

Kindai o perfil da expressão de PD-L1, a densidade dos linfócitos infiltrantes do tumor e o 

perfil da expressão de genes relacionadas ao sistema imunológico de 164 pacientes. Foi 

revelado que a expressão de moléculas do ponto de verificação imune era semelhante à das 

neoplasias sólidas responsivas a imunoterapia e concluído que há um potencial benefício 

desse tipo de tratamento para o CUP. Nesse estudo, os autores estratificaram os pacientes 

em 2 grupos baseado em características prognósticas favoráveis e desfavoráveis. 

Notadamente houve uma diferença marcante nos dados de sobrevida (29,3 X 7,1 meses).102 

Esse tipo de questionamento sobre o perfil imunológico dessas neoplasias é cada vez mais 

justificado pelo impacto em que a imunoterapia causou na sobrevida de pacientes com 

diversos tipos de neoplasias avançadas.103 

 Existem algumas limitações em o nosso estudo que merecem destaque. Trata-se de 

um desenho retrospectivo e o número de pacientes foi relativamente pequeno, o que pode 

trazer questões relacionadas a viés de seleção. Outro aspecto importante é que se trata de 

um estudo uni-institucional e questões relacionadas a referência e contra-referência de 

pacientes, ao acesso ao tratamento e protocolos de serviço, podem influenciar nos 

resultados clínicos o que limita generalizações dos resultados encontrados. No entanto, 
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utilizamos um protocolo de IHQ validado em nossa instituição, com critérios de seleção 

rígidos, tornando a amostra mais homogênea possível e, reunimos uma casuística relevante, 

tratando-se de tumor sólido conhecidamente raro. Apesar das limitações, nosso estudo teve 

caráter exploratório e poderá proporcionar a geração de novas hipóteses relacionadas aos 

mecanismos envolvidos na imunobiologia dos CUP e na imunomodulação no seu 

microambiente. Nossos resultados também apontam para a imunoterapia como estratégia 

terapêutica em potencial para a patologia em questão e alguns ensaios clínicos têm 

afirmado tal tendência.104, 105 Entretanto, são necessários que mais resultados demonstrem 

e concretizem a eficácia dos inibidores do ponto de verificação imune no CUP (NCT03498521 

em clinicaltrials.gov).  
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7 CONCLUSÃO 
  

Concluímos que PD-L1 é expresso em um subgrupo de pacientes com câncer de sítio 

primário desconhecido e está associado a uma melhor sobrevida.  É necessário explorar 

melhor o microambiente deste tipo de tumor para entender os fatores associados à sua 

imunobiologia e consequentes desfechos clínicos.  
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