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RESUMO
Neif, J.A. Avaliacdo da expressdao dos biomarcadores PD-1 e PD-L1 em tumores de sitio
primario desconhecido e seu microambiente tumoral. Dissertagdo (Mestrado). Barretos:

Hospital de Cancer de Barretos; 2020.

INTRODUCAO: O cancer de sitio primario desconhecido é um grupo heterogéneo de
tumores para os quais a origem permanece desconhecida, apesar de detalhada investigacao.
Os sintomas por ele causados sdo geralmente decorrentes da metastase e a sua
apresentacao clinica pode ser influenciada ndo somente por processos bioldgicos do tumor,
mas também decorrente de processos regulatérios no microambiente tumoral como a
expressdao dos biomarcadores PD-1 (programmed cell death 1) e seu ligante PD-L1
(programmed cell death ligand 1), que se configuram como checkpoints imunoldgicos.
OBIJETIVOS: Avaliar a expressao de PD-1 e PD-L1 em tumores de sitio primario desconhecido
e seu microambiente tumoral e suas possiveis associaces com caracteristicas clinico-
patoldgicas e desfechos clinicos em pacientes com este tipo de tumor. MATERIAIS E
METODOS: A expressio de PD-1 e PD-L1 foi avaliada em canceres de sitio primario
desconhecido, utilizando a técnica de imuno-histoquimica e esta ultima analisada por TPS e
CPS score. A sobrevida global foi analisada utilizando o método de Kaplan Meier e
comparagdes das curvas através do teste de log rank. RESULTADOS: 108 pacientes foram
analisados e a expressdo de PD-L1, avaliada tanto por TPS quanto CPS, foi de
aproximadamente 18. PD-1 estava expresso em cerca de 8% dos casos. A expressao de PD-L1
é significativamente menos frequente em pacientes com predominio de metdstase hepatica
ou Ossea e mais frequente nos pacientes com metdstase em linfonodos. A sobrevida global
mediana foi de cerca de 4 meses e a predominancia de metdstases hepaticas esteve
associada a pior progndstico, enquanto o uso de quimioterapia e baixo PS-ECOG associaram-
se a melhor sobrevida. A expressdao de PD-L1 associou-se curiosamente a uma melhor
sobrevida global. CONCLUSAO: PD-L1 é expresso em um subgrupo de pacientes com cancer
de sitio primario desconhecido e estd associado a uma melhor sobrevida. E necessario
explorar melhor o microambiente deste tipo de tumor para entender os fatores associados a
sua imunobiologia e consequentes desfechos clinicos. Imunoterapia pode ter um papel
importante em mudar a sua histéria natural e merece ser avaliada.

Palavras-chaves: PD-1; PD-L1, Neoplasias, Primario 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.



1. INTRODUCAO

1.1 Conceito e epidemiologia

Os tumores de sitio primario desconhecido, do inglés CUP (Cancers of Unknown
Primary), sdo neoplasias metastaticas confirmadas histologicamente, em que o sitio primario
ndo pode ser identificado apds extensa avaliag3o clinica.’ 2 Eles representam cerca de 3 a 5%
de todos os tumores mais frequentemente diagnosticados nos paises desenvolvidos, com a
incidéncia equivalente em homens e mulheres, sendo a idade média ao diagndstico em
torno de 60 anos.?

Nos Estados Unidos, foram estimados 31.480 novos casos diagnosticados em 2019,
correspondendo a aproximadamente 2% de todos os casos de cancer para este pais.
Entretanto, o nimero de mortes estimadas atingiu 45.140 para o mesmo ano. E possivel que
ocorra um desconhecimento da real incidéncia deste tipo tumoral, visto que os registros das
causas de dbitos sdo imprecisos.3

No Brasil, os dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer) ndo incluem tumores de

sitio primario desconhecido.*

1.2 Apresentacao clinica e progndstico

Tumores de sitio primario desconhecido sdo caracterizados por possuirem uma ampla
variedade de apresentacdes clinicas e, na maioria dos casos, determinantes de um
progndstico ruim, relacionado a um comportamento agressivo e imprevisivel, por nao
apresentarem um padrdo de disseminacgdo caracteristico.’

Em mais de 50% dos casos diagnosticados, sdao observados multiplos sitios de
metastases, com predominio para determinados érgdaos como figado, pulmdes, ossos e
linfonodos.® Dados na literatura revelam que em 20 a 50% dos casos o tumor primdrio pode
nao ser identificado ao longo do curso da doenca e a realizacdo da necrdpsia pode ser uma
ferramenta valiosa para tal. Ainda assim, porém com baixa frequéncia, o tumor primario
latente seja altamente provavel de surgir no decorrer do tempo.” 8

O progndstico é ruim em 80% dos pacientes diagnosticados com CUP e a sobrevida
global mediana é de apenas 6 meses.? H& algumas caracteristicas que interferem na

sobrevida. Dentre as desfavoraveis, destacam-se sexo masculino, pessoas com idade maior



ou igual a 65 anos, Performance Status (PS) ruim, multiplas comorbidades, adenocarcinomas
com metdstases envolvendo multiplos 6rgdos, presenca de metdstases peritoneais ou
multiplas metdstases cerebrais de adenocarcinoma ou de carcinoma espinocelular (CEC).°
Para esses pacientes, o tratamento quimioterapico empirico comumente é realizado.

As caracteristicas que determinam um progndstico favoravel sdo tumor Unico,
pequeno e potencialmente ressecavel, carcinoma pouco diferenciado com disseminagao
nodal em linha média, CEC com envolvimento de linfonodo cervical, CEC com adenopatia
inguinal isolada, carcinomas neuroendécrinos, mulheres com adenocarcinoma papilifero na
cavidade peritoneal, mulheres com adenocarcinoma envolvendo apenas linfonodos axilares
e homens com metastases dsseas osteoblasticas associado a um valor de antigeno
prostatico especifico (PSA) elevado.!® Para tais pacientes, as abordagens terapéuticas
direcionadas devem ser consideradas, visto que podem promover algum beneficio clinico.
Nesse contexto entram os tratamentos loco-regionais ou regimes especificos de

guimioterapia.

1.3 Patologia

Apds a avaliacdo microscépica inicial, o CUP pode ser classificado em 5 subtipos
histolégicos principais. S3o 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
neuroenddcrinos (1%).2 A complementacdo com o estudo imuno-histoquimico (IHQ) é
necessdria na tentativa de identificar o tecido de origem.% 12

O uso da imuno-histoquimica (IHQ), mesmo que ndo recomendado de maneira
indiscriminada, é baseado na existéncia de perfis de expressao concordantes entre o cancer
primdrio e a sua metastase.!> % Contudo, hd limitacdes envolvidas no processo,
representadas por fatores que interferem na antigenicidade tecidual; variabilidade
interpretativa intra e interobservador; heterogeneidade tecidual e inadequac¢do das
amostras biopsiadas. A despeito disso, quando os painéis imuno-histoquimicos sdo bem
executados e interpretados, a correta identificagdo do sitio primario ocorre em cerca de 75%
das amostras.’ Eles trazem informacbes sobre a linhagem do tumor, o tipo celular e o
diagndstico patoldgico.’® Nesse processo, contudo, ndo é recomendado que uma grande

série de marcadores imuno-histoquimicos sejam avaliados, pois ndo estabelece correlacao



com a precisdo diagndstica.l’ A primeira etapa do estudo preconiza a determinacdo da
linhagem, ou seja, classificar inicialmente o tumor em carcinoma, sarcoma, linfoma ou
melanoma. Apds essa avaliacdo inicial, se procede com os marcadores especificos na
tentativa de se identificar o sitio primario.'°

Sendo assim, a analise IHQ associada a uma ampla propedéutica, composta por
anamnese detalhada, exame fisico minucioso, exames laboratoriais e de imagem, colabora

para presumir o diagndstico e consequentemente estabelecer o melhor tratamento.!®

1.4 Avaliagao inicial

Os pacientes com suspeita de neoplasia metastdtica devem ser submetidos a uma
avaliacdo propedéutica inicial bastante ampla, que deve incluir histéria clinica completa e
exame fisico minucioso. Nessa abordagem, sdo recomendados rotineiramente exames
laboratoriais, pesquisa de sangue oculto nas fezes e tomografia computadorizada de térax,
abdémen e pelve, visto que o exame de imagem representa um papel fundamental na
avaliacdo diagndstica.’® A endoscopia pode ser incluida na avaliacdo 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 emissao de
positrons (PET-CT) pode ser justificada em algumas situacdes, ja que se demonstrou util para
o diagndstico, estadiamento e reestadiamento de muitas neoplasias malignas.?> 2! Como
exemplo, pode ser uma ferramenta valiosa para os pacientes com sitio Unico de metastase e
passivel de resseccdo com intencdo curativa.?? No entanto, apesar de ter demonstrado
especificidade intermedidria e alta sensibilidade em alguns estudos, sdao necessarios outros
estudos randomizados e maiores para se determinar a mais adequada utilidade clinica do
PET.?3> Uma das principais limitacdes do método estd relacionada ao pouco acumulo do
radiofarmaco fluordeoxiglicose-18F (FDG) em determinados tecidos neoplasicos, que coloca
limites em estabelecer a localizacao anatémica das anormalidades funcionais. Nesse cendrio,
a combinacdo do PET com TC ou ressonancia nuclear magnética (RNM) pode fornecer
informacgdes mais precisas e Uteis.?*

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 nao é capaz de estabelecer o diagndstico, a RNM ou a ultrassonografia (USG)



podem ser considerados. Especialmente para as mulheres com tecido mamario denso, a
RNM também pode ter um papel importante para avaliar a extensdo da doencga e a parede
torécica.?®

Quando se da o acometimento de linfonodos mediastinais por adenocarcinoma em
homens com menos de 50 anos e para aqueles portadores de massas retroperitoneais com
menos de 65 anos, deve-se presumir o diagndstico de tumor de células germinativas de
testiculo.?® Assim, sdo recomendadas as dosagens de determinados marcadores tumorais,
tais como beta-hCG e alfa-fetoproteina, assim como uma USG dos testiculos, principalmente
se as dosagens séricas estiverem acima do limite superior da normalidade.

Para os homens com acometimento mediastinal, em que a investigacdo ndo indicou
um tumor primario de células germinativas, é recomendado que se proceda analises
patoldgicas adicionais no sentido de avaliar a possibilidade de neoplasia de pulmdo de
células ndo pequenas.?®

Em mulheres com acometimento por adenocarcinoma em linfonodos mediastinais
e/ou inguinais, acompanhado ou ndo por derrame pleural, ascite ou massa em
retroperitonio, pode-se presumir diagndstico de neoplasia de ovario e é recomendado
nesses casos a dosagem sérica do marcador tumoral CA-125, assim como avaliacao
ginecoldgica.?’

Todos os homens com mais de 40 anos portadores de adenocarcinoma de sitio
primdrio indeterminado, com exce¢do daqueles com metastases limitadas ao figado ou ao
cérebro, devem ter a dosagem dos niveis de PSA. Da mesma maneira para aqueles que
apresentam metastases dsseas ou multiplos locais de envolvimento, independentemente da
idade.?®

Em pacientes com acometimento de linfonodo inguinal é recomendada a avaliagao
proctolégica para investigar neoplasias de reto ou &nus.?® A avaliacdo endoscdpica é
recomendada para pacientes com metastase hepdtica e sugerida caso haja acometimento
ganglionar em regido supraclavicular, mas ndo recomendada rotineiramente para os
pacientes que apresentam ascite maligna. Como a diferenciacdo entre adenocarcinoma
metastdatico para o figado e carcinoma hepatocelular primario é por vezes um desafio, pode-
se lancar m3o do uso de alfa-feto proteina como marcador diagndstico.3® Na auséncia de um
resultado positivo para a presenca de sangue oculto nas fezes ou outros fatores clinicos que

possam sugerir neoplasia de célon, como obstrucdo intestinal ou carcinomatose, a



colonoscopia tem um baixo rendimento para se estabelecer o diagndstico e ndo deve ser
recomendada.?!

Diante dessa dificuldade em transmitir aos pacientes informacdes diagndsticas mais
precisas sobre a doenga, é de fundamental importancia discutir com os mesmos a histoéria
natural e o progndstico desse tipo de neoplasia e fornecer apoio psicoldgico, visto que
manifestagbes psiquidtricas, incluindo ansiedade e depressao sdo mais comuns em pacientes
com CUP do que naqueles com primario conhecido.3? Agregado ao suporte psicossocial e
diante da gravidade e incurabilidade da doenga, o gerenciamento de sintomas, as discussoes

sobre finitude e as interven¢des em cuidados paliativos devem ser muito bem explorados.33

1.5 Tratamento

Uma gama de esquemas de tratamentos quimioterapicos foi avaliada em pacientes
com CUP objetivando ganho em sobrevida e controle dos sintomas. Apesar de varios
regimes terem demonstrado eficdcia em estudos de fase Il, uma revisdo sistematica
publicada em 2012 que abrangeu pacientes com apresentacdes desfavoraveis, concluiu que
nenhum regime especifico pode ser recomendado como padrdo.3* 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.?® Outra revisdo sistemdatica com
metanalise publicada em 2013 chegou praticamente a mesma conclusdo, com os taxanos
mostrando possivel pequena vantagem sobre os esquemas baseados em platina.3®> As
diretrizes recomendam tratamento quimioterapico para os pacientes sintomaticos, desde
gue estejam clinicamente aptos para recebé-lo, visto que a eficacia é limitada e toxicidade
consideravel.

O regime de quimioterapia deve ser escolhido com base no tipo histolégico e no grau
de diferenciacdo, sendo que os tumores indiferenciados parecem ser responsivos a
quimioterapia baseada em cisplatina.3% 37

Ha alguns regimes que podem ser utilizados baseados em estudos de fase Il e Ill. A
combinacdo que utilizou paclitaxel e carboplatina, associado ou ndao ao etoposideo foi
testada em alguns estudos e se mostrou efetiva no tratamento do adenocarcinoma de sitio
primdrio indeterminado.3® Os regimes baseados em platina também sdo utilizados para

tratar carcinoma espinocelular disseminado, sendo o regime que envolve a combinacdo de



cisplatina e fluorouracil o mais frequentemente prescrito para o CEC de sitio primario
desconhecido.®

Outra modalidade terapéutica que pode ser considerada circunstancialmente é a
radioterapia, principalmente na doenca localizada e particularmente no cendrio adjuvante.
Também pode ser indicada para o tratamento de lesdes dsseas, massas em retroperitonio
ou CEC com acometimento linfonodal.*° No cendrio paliativo, pode ser considerada para
situacdes que envolvem controle de dor, fratura patoldgica ou sindrome de compressao

medular.

1.6 Avaliagdao molecular

O CUP se caracteriza por apresentar anormalidades cromossGmicas, superexpressao
de vérios genes, tais como EGFR, c-Kit/PDGFR, Ras, BCL2, HER2 e mutacdo de p53.4% 42

Nos ultimos anos diversos estudos tém tentado tracar os perfis moleculares com o
principal objetivo de identificar o tecido de origem no CUP.'” O racional desses ensaios é
baseado na pressuposicio de que o perfil das metastases é semelhante ao do tumor
primario, sendo as plataformas utilizadas baseadas em RNA mensageiro ou micro RNA’s. 4347
A taxa de precisdo demonstrada quando a validacdo é realizada utilizando amostras de tipos
de tumores conhecidos alcanga valores de 85 a 90%. Particularmente para o CUP, como ha
dificuldade de confirmar o local de origem do tumor, essa precisdo é absolutamente dificil
de ser mensurada e se faz necessario correlacionar com os dados de IHQ, apresentacao
clinica e resposta ao tratamento. No transcorrer desse processo, o alerta ao eventual
aparecimento do tumor primario latente é pertinente.*®

O sequenciamento genético de nova geracao (NGS) também tem sido explorado para
caracterizacdo do genoma de CUP e tem o potencial de identificar biomarcadores capazes de
direcionar para uma terapia alvo, possibilitando melhores desfechos para uma doenca de
prognostico bastante desfavoravel. Um ensaio recente de NGS, que envolveu amostras de
200 pacientes com CUP, permitiu a identificacdo de pelo menos uma alteracdo gendmica
com alvo terapéutico em potencial em 85% dos casos.*® Entretanto, o beneficio clinico
baseado nesses ensaios moleculares permanece incerto e outros estudos prospectivos sao
necessarios para verificar a efetividade do tratamento dos pacientes com CUP vinculado a
avaliacdo molecular.”® Assim, até que resultados mais robustos e dados comparativos de

eficacia estejam disponiveis, os patologistas e oncologistas devem usar essa ferramenta de



modo bastante criterioso e em casos individualizados.®® Dessa forma, apesar das duas
metodologias oferecerem uma faixa de precisdao semelhante na classificagdo do tumor em
relacdo a sua origem, ainda ndo esta claro se a predicao génica conduz a melhores desfechos
clinicos para os pacientes, motivo pelo qual, essa avaliagdo ainda ndao é recomendada na

investigacao diagndstica de pacientes com CUP.

Atualmente, é notdria a maior compreensao do papel do sistema imunoldgico no
processo de carcinogénese, sendo a evasao tumoral ao sistema imunoldgico considerada
uma das caracteristicas fundamentais do cancer. Este processo caracteriza-se pela perda da
capacidade de vigilancia imunoldgica, ndo se estabelecendo o reconhecimento e a

eliminacdo das células tumorais.>?

Os mecanismos gerais envolvidos no escape imunolégico incluem a evasao inata, na
qual as células T e outras células imunes sdo excluidas do microambiente tumoral e a evasao
adaptativa, que permite ao tumor o estabelecimento de equilibrio com o infiltrado de
células T existente, processo este que envolve a selecdo de clones de células tumorais
menos imunogénicas ou células que adquirem mutacdes de perda de funcdo em genes

envolvidos no reconhecimento imunoldgico ou nas vias efetoras (figura 1).>3
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Figura 1 — Mecanismos de evasdo tumoral. Durante a evasdo adaptativa, as células tumorais
imunogénica (vermelhas) sdo eliminadas e os mecanismos de resisténcia imunolédgica adaptativa,
como o PD-L1 (amarelo), sdo regulados positivamente (Fonte: Stefani Spranger et al, 2018)

Algumas caminhos descritos relacionados a evasdo inata merecem descate como: a
ativacdo da via de sinalizacdo da B-Catenina levando a falta de infiltracdo de células T por
diminuicdo de células apresentadoras de antigenos; a mutacdo de PTEN por perda de funcdo
levando a falta de ativacao das células dendriticas e macréfagos; a ativacao da sinaliza¢ao do
c-Myc e por ultimo, a ativacdo da via HIF, que resulta na ativacdo do VEGF-A e Cox,
permitindo assim que oxigénio e nutrientes cheguem ao tumor. Outros caminhos se
relacionam a evasao adaptativa, tais como perda da B-2 microglobulina levando a expressao
pobre do MHC; perda da funcdao dos genes que codificam JAK, resultando em sinalizacao
diminuida do INF com diminuicdo da expressdo de MHC e do recrutamento de linfécitos T

CD8 e por fim, 0 aumento da regulac¢do positiva de PD-L1.%3



Ainda, os tumores podem desenvolver barreiras fisicas, tais como o colageno e a
fibrina, ou estabelecer mdascaras antigénicas.®® Sabe-se também que, apds a sinapse
imunoldgica, os sinais que estimulam ou inibem o sistema imune sao originados a partir de

moléculas corregulatédrias, que sdo denominadas checkpoints imunolégicos.>

Muitos estudos de imunologia relacionados ao tratamento do cancer vém sendo
desenvolvidos. O primeiro ensaio clinico foi realizado na década de 1970, no qual foram
feitas instilagdes intravesicais de BCG (Bacilo Calmette-Guérin) em pacientes com tumores
de bexiga superficiais, com consequente estimulo imunolégico, o qual levou ao controle da
doenca, principalmente por diminuir as taxas de recidiva e progressdo.>® No inicio dos anos
2010, foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para tratamento de cancer de
prostata metastatico uma imunoterapia celular autéloga com Sipuleucel, que conferiu ganho
em termos de sobrevida global. Neste tipo de tratamento, as células sanguineas dos
pacientes, tais como as células dendriticas, sdo extraidas através de leucaferese e fundidas
com uma por¢ao do antigeno prostatico, sendo reinfundidas na corrente sanguinea para
estimular o sistema imunoldgico.>” No mesmo ano, foi aprovado pelo FDA para tratamento
de melanoma metastdtico um anticorpo chamado Ipilimumabe, que atua contra o antigeno
CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte antigen 4). Este alvo esta presente na superficie das células T
e contribui para a inibicdo da resposta imunolégica quando interage com uma proteina

tumoral chamada CD-80 (cluster of differentiation 80) ou B7-1.%8

Nesse mesmo contexto, outros alvos imunoldgicos foram sendo estudados e os
resultados aplicados na pratica clinica oncoldgica. Surgiram entdo pesquisas com PD-1
(Programmed Cell Death 1 Receptor) e o seu ligante PD-L1 (Programmed Cell Death Ligand
1), revelando que a hiperexpressdao ou o aumento de funcdo dos mesmos sdo mecanismos

de evasdo imune das células tumorais (Figura 2).>% 0
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Figura 2 — Atuagdo dos inibidores de PD-1 e PD-L1 (Fonte: Gong et al, 2018)

O PD-1 é definido como uma proteina de membrana do tipo 1 e pertence a familia de
moléculas reguladoras de células T, denominadas CD28/B27.%1 E formado por um dominio
extracelular, por uma regidao transmembranar e uma cauda intracelular, sendo expresso na
superficie das células T ativadas, células B e macréfagos.6? Atua principalmente nos tecidos
periféricos, local em que ocorre a interacdo com seus ligantes imunossupressores, que
podem estar expressos tanto nas células tumorais, quanto nas estromais.®®* Em modelos pré-
clinicos, demonstrou-se que a inibicdo da interacdo entre PD-1 e PD-L1 pode estimular a
resposta de células T in vitro e, consequentemente, aumentar a atividade antitumoral.6%
Com estas descobertas, ficou claro que o PD-1 e os seus ligantes tém um papel importante
no processo de evasao tumoral ao sistema imunoldgico. Dessa forma, varios estudos clinicos
foram executados e, a partir deles, tratamentos com bloqueadores do complexo PD-1/PD-L1
tém sido amplamente utilizados pela comunidade oncoldgica.®® Nos anos de 2010 e 2012,
foram divulgados dados de atividade antitumoral e seguranca de um anticorpo monoclonal
anti-PD-1 (BMS-936558), posteriormente denominado Nivolumabe, em pacientes com
neoplasias sélidas em estadios avancado e refratdrias aos tratamentos estabelecidos, tais
como melanoma, colorretal, rim, préstata e pulmao. Além disso, verificou-se uma relagao
entre a expressdo de PD-L1 nas células tumorais e a taxa de resposta ao tratamento com o
anticorpo.®”%® Em 2013, um outro estudo analisou a atividade e a seguranca de um
anticorpo anti-PD-L1 (MPDL3280A), denominado Atezolizumabe, sendo observadas taxas de

resposta em neoplasias de pulm3o, rim e mieloma multiplo.”°
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No ano de 2014, foi dada a aprovacdo do pembrolizumabe para o tratamento de
melanoma avang¢ado e o desenvolvimento clinico dos inibidores de PD-1 e PD-L1 no arsenal
terapéutico oncoldgico 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 aprovacdo para o
tratamento do melanoma avan¢ado ou irressecdvel apds falha a primeira linha,
representando uma taxa de resposta significativa e impacto também na sobrevida livre de
progresdo (SLP) e sobrevida global (SG) mediana.” No ano seguinte, a indicacdo do
pembrolizumabe se expandiu também para a primeira linha apds os resultados do estudo de
fase Ill KEYNOTE—006."2

Também em 2014, o nivolumabe foi aprovado pela primeira vez como tratamento de
segunda linha em melanoma irressecavel ou metastatico, com base no estudo CheckMate
037.73

Aprovacdes subsequentes permitiram o emprego dos inibidores do ponto de
verificagdo imune para outros tipos de neoplasias como cancer de pulmao de células ndo
pequenas, carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, carcinomas de células renais,
carcinoma urotelial, carcinoma de células de Merkel e neoplasias com alta instabilidade
microssatélite (MSI-H).”*

Assim, as indicacBes aprovadas para essa classe de drogas deixaram de ser apenas
para os tumores e se expandiram para incluir malignidades hematoldgicas e fendtipos
moleculares especificos, independentemente da histologia do tumor sélido.

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 obtém beneficios terapéuticos e a busca pelo biomarcador ideal de resposta
esta sendo investigada ativamente, cendrio em que a alta carga mutacional pode também
prever beneficios da imunoterapia em diversos tipos de tumores, justificada pela
imunogenicidade dos neoantigenos, como é o caso dos tumores com MSI-H ou defeitos no

reparo do DNA.7> 76
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2. JUSTIFICATIVA

O microambiente tumoral vem mostrando uma importante contribuicdo para a
compreensao da biologia dos tumores, como melanoma, pulmao, cabeca e pescoco, bexiga,
rim, entre outros, sendo que alguns participantes da sua modulagdao tém sido apontados
como alvos para potenciais estratégias terapéuticas.

Até o momento, os dados relacionados ao microambiente imunoldgico de tumores de
sitio primario desconhecido sdo escassos e explorar a expressdo de PD-1 e PD-L1 pode
ajudar a explicar a apresentacdo clinica da metdstase sem um primdrio evidente.

Este estudo exploratério pode gerar novas hipdteses e levar ao desenvolvimento de
novos ensaios clinicos para uma doenca com poucas opc¢les terapéuticas efetivas,

contribuindo para um melhor manejo clinico das neoplasias de sitio primario desconhecido.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Através deste estudo, pretendeu-se analisar a expressao de proteinas de checkpoint
imunolégico e a possivel associacdo com as caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes

diagnosticados com tumor de sitio primario desconhecido.

3.2 Objetivos Especificos

- Identificar a expressao de PD-1 e PD-L1 em tumores de sitio primdrio desconhecido e
no seu microambiente tumoral;

- Testar a associacdo da expressao de PD-1 e PD-L1 com os dados de sobrevida global;

- Testar a associacdo da expressdao de PD-1 e PD-L1 com varidveis clinico-patolégicas

dos pacientes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo observacional retrospectivo de coorte e de epidemiologia
molecular de tumores de sitio primario desconhecido.

Uma coorte de pacientes com cancer de sitio primdrio desconhecido que foram
diagnosticados no Hospital de Cancer de Barretos (HCB) foi avaliada através de dados

clinicos e moleculares de acordo com os objetivos do estudo.

4.2 Populagao de Estudo

A amostragem foi definida por conveniéncia e preenchida por pacientes
diagnosticados no HCB entre o periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2016.

Conforme dados analisados do Registro Hospitalar de Cancer e obedecendo os
critérios de inclusdo e exclusdo abaixo descritos, foram estimados aproximadamente 150

pacientes para que se tornassem elegiveis para o estudo.

4.2.1 Critérios de Inclusao
- Idade maior ou igual a 18 anos;
- Diagnéstico clinico/radiolégico de cancer de sitio primario desconhecido, CID10: C80;
- Estudo imuno-histoquimico;
- Avaliacdao do PSA para sujeitos do sexo masculino;
- Avaliacdo de beta hCG para os casos de carcinoma pouco diferenciado;
- Material bioldgico disponivel e incluido em parafina no Departamento de Patologia

do HCB.

4.2.2 Critérios de Exclusao
- 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 neuroenddcrino;

- Metastase de melanoma;

- Metdstase de tumor de pequenas células;

- Presencga de outra neoplasia maligna primaria, com exce¢do de tumores de pele ndo-
melanoma;

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

- Pacientes em uso crénico de agentes imunossupressores.

4.3 Coleta de Dados Clinicos

A populacdo 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 periodo estabelecido foram estudados. Como documento fonte, foram
considerados os prontudrios arquivados no SAME (Servico de Arquivo Médico e Estatistico)
do HCB, além de segundas vias dos exames dos laboratdrios de suporte, caso estes
estivessem referenciados em prontuario, mas ilegiveis ou inacessiveis.

Todos os dados clinicos do estudo foram coletados e administrados utilizando a
ferramenta de captura eletronica de dados REDCap (Research Electronic Data Capture)
hospedada pela prépria Instituicdo.”” O REDCap ¢ 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 validos; 2) viabilidade de auditoria para o
rastreamento de manipulacdo de dados e procedimentos de exportacdo; 3) procedimentos
de exportacdo automatica para transferéncia de dados sem cortes para pacotes estatisticos

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

4.4 Recuperac¢ao das Amostras Bioldgicas

As amostras biolégicas foram recuperadas através dos numeros de registo no
Departamento de Patologia, sendo todas provenientes de tumores primarios desconhecidos
e em condicdes técnicas para analise. Todos os casos foram revistos por um patologista
independente para estabelecer as leituras propostas, além de filtrar alguma divergéncia

entre o laudo registrado e o laudo emitido pela analise atual.
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4.5 Técnica Imuno-histoquimica

ApOds selecionadas as laminas com o tumor, os blocos de parafina correspondentes
foram submetidos a cortes histologicos de 4 um de espessura e colocados em laminas com
carga positiva (Starfrost®).

Com a finalidade de avaliar a imunoexpressao das proteinas, as laminas foram
desparafinizadas em estufa a 65 °C C durante 1 hora. A rea¢do imuno-histoquimica para a
deteccdo das proteinas PD-1 e PD-L1 foram realizadas em plataforma de automacao
BenchMark Ventana Ultra™ (Ventana, Tucson, AZ, USA), por meio da utilizagdo de multimero
acoplado ao HRP (Horse Radish Peroxidase). Os kits de deteccdo utilizados foram: EnVision
Flex High pH (Link), Ref.: K800O e OptiView DAB IHC Detection Kit, Ref.: 06396500001.

Para a analise do PD-1, foi utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo anti-PD-1,
clone NAT 105, Cell Marque, Ref.: 315M-96 e para a andlise 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 histolégicos de tonsilas
palatinas (amigdala) e placenta.

Apds a coloragao realizada na plataforma de automagao, as laminas foram secas e
passadas em xilol para recebimento do meio de montagem organico (Dako Mounting
Medium — Dako, Ref.: CS703), sendo aplicado 1 gota por lamina e adicionado a laminula.
Apds a secagem, as laminas foram visualizadas em microscopia.

As tabelas 1 e 2 sintetizam o protocolo de processamento aplicado pelo Laboratério de
Histoquimica, Imuno-histoquimica e ISH (/n Situ Hybridization) do Hospital de Cancer de

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

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

e 60 min, 65°C — Estufa de Aquecimento
Desparafinizacao

Recuperagdo antigénica (Condicionador Celular 20 minutos a 97°C. EnVision FLEX Target Retrieval Solution,
/ |dentificacdo de Antigenos) High pH (1x), Ref.: K8004
Enzima (Protease) NZo se aplica

PD1, Clone: NAT105, Cell Marque. Ref.: 315M-96
Dilui¢do: 1/100, Incubagdo: 40 minutos
EnVision FLEX+ Mouse (LINKER), (Link). Ref.: K8021 por 15

Anticorpo Primario

Amplificacdo

minutos
Corante de Contraste EnVision Flex Hematoxylin, Ref.: K8008, 5 minutos
Pés-Corante de Contraste EnVision Flex Wash Buffer 1X, Ref.: K8007, 1 minuto

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

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

60 min, 65°C — Estufa de Aquecimento;

4 min, 70°C — Ventana Ultra

Recuperagdo antigénica (Condicionador Celular 64 minutos a 97°C. ULTRA Cell Conditioning Solution 1
/ |dentificacdo de Antigenos) (ULTRA CC1)”, Ref.: 05424569001

Desparafinizagdo

Enzima (Protease) N3o se aplica

Rabbit MAB PD-L1 (E1L3N), Ref.: 13684 - Cell Signaling;

Anti Primari e o .
nticorpo Frimario Dilui¢do: 1/200, Incubagdo: 60 minutos

Amplificagdo N3do se aplica
Corante de Contraste Hematoxilina I, 8 minutos
P&s-Corante de Contraste (Coloragdo azulada) Bluing Reagent, 4 minutos

Como as padronizacbes de contagem preconizadas diferem para os variados tipos de
neoplasias e ndo existe um protocolo estabelecido para CUP, no momento das leituras,
foram atribuidos valores quantitativos continuos para as expressdes de PD-1 e PD-L1, sendo
considerado um cut off de positividade acima de 1.

Para a contagem de expressdao de PD-1, foi estabelecido o porcentual de células
imunes positivas mais notadamente em membrana celular, sem referéncia para a
intensidade de coloragdo.

Para a contagem de expressdao de PD-L1, foi adotado o TPS, do inglés “Tumor

Proportion Score”, em que a pontuacdo da proporcdo do tumor é a porcentagem de células



18

tumorais vidveis que apresentam coloragao parcial ou completa da membrana em relacdo a
todas as células tumorais vidveis presentes na amostra.’®

Em analise complementar, também foi utilizado um score combinado, denominado
CPS, do inglés Combined Positive Score. Nele, a avaliagao é feita com base no niumero total
de células positivas para PD-L1 (tumor, linfocitos e macréfagos) em relacdo ao total de
células tumorais, o que permitiu a captura de células tumorais e imunolégicas em uma
mesma leitura.”® Essa parametrizacdo foi adotada, visto que em determinados tumores a
coloragdo de PD-L1 em células imunes esta associada a resultados clinicos.

As formulas para os calculos de TPS e CPS seguem abaixo representadas:

No. PD-L1—stained tumor cells
TPS(%) = . > 100
(%) Total No. of viable tumor cells

No. PD-L1-stained cells
(tumor cells, lymphocytes, macrophages)

CPS = X100

Total No. of viable tumor cells
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A figura 3 ilustra foto-micrografias das expressées imuno-histoquimicas dos marcadores PD-

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

Figura 3 - Foto-micrografias das expressGes imuno-histoquimicas dos marcadores PD-1 e PD-L1 na célula tumoral do
CUP (400x). A. Controle de PD-1 (amigdala). B. Controle de PD-L1 (placenta). C. Expressdo de PD-1 negativa em
carcinoma metastatico para figado. D. Expressdo de PD-L1 negativa em carcinoma metastatico para figado.
E. Expressdo de PD-1 fortemente positiva em carcinoma metastatico para linfonodo. F. Expressdo de PD-L1 fortemente
positiva em carcinoma metastatico para linfonodo.
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4.6 Varidveis de Estudo
Foram utilizadas como varidveis do estudo os seguintes dados clinicos e moleculares
como se segue:
- demograficos;
- patolégicos;
- imuno-histoquimicos;
- metastases;
- habitos e histdria familiar;
- exame fisico e laboratorial;
- tratamento sistémico;
- expressdao de PD-1

- expressdo de PD-L1 por TPS e CPS

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos na avaliacdo da expressdo dos diferentes marcadores bioldgicos
foram analisados utilizando-se o software estatistico IBM-SPSS (versdao 21.0, EUA). A
descricdao da amostra foi feita através de medidas de frequéncia, tendéncia e dispersdo. Os
grupos para analise foram definidos mediante a graduacao final obtida na avaliacdo das
reacOes imuno-histoquimicas descrita no ponto 4.5. A andlise univariada foi utilizada para
comparar categorias da amostra em relagao as frequéncias encontradas dos marcadores
bioldgicos analisados. Para isso, foram utilizados o teste do x2 ou o teste exato de Fischer, de
acordo com a caracteristica da amostra. O teste t de student foi utilizado para analise de
varidveis continuas. As curvas de sobrevida global foram plotadas através do método de
Kaplan-Meier e comparacdes univariadas de tempos de sobrevida foram realizadas através
do teste de log rank. Para a analise de sobrevida global, foi considerado o tempo entre o
diagndstico e o ébito como evento de interesse ou a data da ultima informacdo do paciente
vivo, sendo este ultimo censurado. O modelo de regressao proporcional de risco de Cox foi
utilizado para andlise multivariada da sobrevida. O resultado foi considerado como
significativo quando os testes apresentarem um alfa de 0,05 em um teste de hipdtese

bicaudal.
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4.8 Aspectos Eticos
O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de

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

5.1 Caracterizagao da populagdo do estudo

5.1.1 Dados demograficos

Um total de 2585 prontudrios médicos foram recuperados de pacientes classificados
como CID10 C80, diagnosticados entre 2002 e 2016. Muitos casos foram excluido devido a
classificacdo a admissdo hospitalar como CID10 C80 e, apds devida propedéutica diagndstica,
sofreram reclassificacdo para sitios primdrios conhecidos. Em 13 casos que possivelmente
seriam incluidos, ndo havia material disponivel no arquivo do departamento de patologia e
em 6 casos a leitura ndo foi possivel diante da baixa celularidade representada no corte (<
100 células). Apds selecdo cuidadosa e respeitando os critérios do estudo, foram
selecionados 108 casos de CUP para analise.

No que diz respeito ao perfil epidemioldgico, ilustrado na tabela 3, foi evidenciado
predominio das pacientes do sexo feminino (61 casos; 56,5%), com idade média ao
diagnodstico de 60 anos e com extremos de idade de 20 e 89 anos. A maioria era procedente
da regido sudeste (87 casos; 80,6%), portadores de histdrico familiar de cancer e ndo
pertencentes ao grupo de tabagistas ou etilistas. A minoria dos pacientes pertencia a escala

funcional PS-ECOG > 2 (37 casos; 37,3%).



Tabela 3 - Dados demograficos
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Variavel Categoria N (%)
Idade média 60
mediana 61
intervalo 20- 89
Regido Sudeste 87 80,6
Centro-Oeste 12 11,1
Nordeste 7 6,5
Norte 1 0,9
Sul 1 0,9
Género Masculino a7 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
Ndo 57 52,7
Ignorado 4 3,80
Etilismo Sim 25 23,1
N3o 74 68,5
Ignorado 9 8,4
Histdria familiar de cancer Sim 39 53,7
N3o 58 36,1
Ignorado 11 10,2

5.1.2 Dados clinicos

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

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

10,2%). Os sitios de metastases mais comuns foram linfonodo e figado, sendo que este

ultimo também representou o sitio dominante de metdstase 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 associacdo de carboplatina com paclitaxel (25 casos; 49%).



Tabela 4 - Dados clinicos
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Variavel Categoria N %
Tipo histoldgico Adenocarcinoma 64 59,3
Carcinoma 33 30,6
CEC 11 10,2
Sitio da bidpsia Figado 35 32,4
Linfonodo 30 27,8
Osso 26 24,1
Pulmao 0 0,0
SNC 4 3,7
Outro 13 12,0
Sitios de metdstase Figado 58 53,7
Linfonodo 61 56,4
Osso 46 42,5
Pulmao 25 23,1
SNC 5 4,6
Outro 16 14,8
Sitio dominante de metdstase Figado 42 38,9
Linfonodo 27 25,0
Osso 25 23,1
Pulmao 2 1,9
SNC 4 3,7
Outro 8 7,4
Tipo de tratamento Cirurgia 16 14,8
Radioterapia 40 37,0
Quimioterapia 12 linha 51 47,2
Quimioterapia 22 linha 15 13,8
Quimioterapia > 22 linha 6 5,5
Tipo de quimioterapia Carboplatina/Paclitaxel 25 49,0
Gencitabina/Cisplatina 4 7,8
Etoposideo/Cisplatina 1 2,0
Outra 21 41,2

5.1.3 Frequéncia dos marcadores imuno-histoquimicos

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

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

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

histoquimicos por género. Em média foram testados 7,56 marcadores por paciente, com

desvio padrao de 2,64.
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PSA N 23,15%
AE1/AE3 [ 02,22%
CDX2 [N 21,30%
Cromogranina [ 14,81%
ke I 14,81%
Sinaptofisina [N 13,39%
CD1I0 N 11,11%
Melana-A [ 10,19%
Tireoglobulina [ 10,19%
CD125 [ 5,26%
EMA [ 8,33%
LCA I 7,41%
Desmina [ 6,48%
WT1 I 6,48%
cp34 M 5,56%
RE MM 5,56%
CD20 M 4,63%
cp3 M 4,63%
PLAP M 3,70%
CD99 M 2,78%
Actina [l 2,78%
cD79 M 2,78%
CD45RB M 2,78%
cD15 M 1,85%
CD30 M 1,85%
cD43 || 0,93%

Painel IHQ

CK7 [ — 93,52%

CK20 |, 87 ,96%

TTE-1 I 18, 10%
Vimentina  Im—m——  71,30%

CEA I - e5,74%

CK19 | 30,56%

5-100 [N 25,00%

Figura 4 — Frequéncia dos marcadores imuno-histoquimicos
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5.1.4 Curva de Receiver Operating Characteristic (ROC) para expressio de PD-L1 e

sobrevida
A figura 6 representa uma curva ROC tracada com o objetivo de identificar o cut off

ideal de positividade para a expressao de PD-L1, no ambito de estabelecer a relagdo com
dados de sobrevida. Conforme ilustrado, o valor de 0,32 atribuido a area sobre a curva
configura pouca representatividade estatistica. 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 determinacgdo e a diferenga de numero de casos entre o uso do
cut off 12,5 e 1, é de apenas 3 casos. Portanto, considerando-se também as referéncias da
literatura’> 89, optou-se por manter a convencdo do critério de positividade > 1%,

respeitando o carater exploratério do estudo.

Curva ROC - area sobre a curva=0,32

0.8+

0.6

Sensibilidade

0.4

0.29

0o T T T
0.0 0z 04 0E 0s 1.0

1 - Especificidade

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

Positivo se maior que ou igual a® 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 minimo de teste observado menos 1 e o maior valor de corte é o valor
maximo de teste observado mais 1. Todos os outros valores de corte sdo as médias de dois valores de
teste reservados ordenados consecutivos.

5.1.5 Expressao dos biomarcadores

A tabela 6 ilustra a expressdao das proteinas PD-1 e PD-L1, mostrando que a grande
maioria dos casos estudados ndo as expressaram, visto que 91,6% (99 casos) ndo marcaram
PD-1 e 82,4% (89 casos) ndo marcaram PD-L1. Exatamente a mesma propor¢do foi

encontrada quando a avaliacdo se deu através do sistema de pontuacao combinado (CPS).

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

Variavel 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 expressdes de PD-1 e PD-L1 quando relacionadas. Ficou

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

concomitantemente negativas.

Tabela 7 - Tabulagdo cruzada para os valores de expressao 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%)



30

5.2 Correlagdo entre as caracteristicas da popula¢ao do estudo

5.2.1 Relagdao entre a expressao de PD-1 nas células tumorais e caracteristicas clinico-
patoldgicas

Tal como demonstrado na tabela 8, nenhuma das caracteristicas estudadas mostrou
associacao significativa com a expressao de PD-1 nos casos.

bela 8- Expressao de PD-1 em células tumorais e caracteristicas clinico-patologicas

Variavel Categoria Negativa Positiva  p valor
N % N %
Idade <60 anos 46 46,5 3 33,3 051
> 60 anos 53 53,5 6 66,7 !
Género Masculino 43 43,4 4 444
. >0,99
Feminino 56 56,6 5 5,6
ECOG 0 11 155 1 143
1 28 39,4 1 143
2 14 19,7 3 429 0,49
3 15 21,1 2 28,6
4 3 42 0 00
Tabagismo Sim 43 453 4 44,4
Ndo 52 54,7 5 55,6 >0,99
Etilismo Sim 22 244 3 333 0.66
Ndo 68 75,6 6 66,7 ’
Histdria familiar Sim 36 40,4 3 37,5
~ >0,99
Ndo 53 596 5 62,5
Tipo histolégico Adenocarcinoma 58 586 6 66,7
Carcinoma 30 30,3 3 33,3 0,77
CEC 11 11,1 O 0,0
Sitio de metastase Figado 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 64 0 0,0 0,99
Pulmao 24 24,7 1 111 0,99
Outro 15 17,2 1 125 0,99
Sitio dominante de metastase Figado Sim 40 404 7 61,1 0.47
Ndo 59 59,6 2 38,9 !
. Sim 27 27,3 3 33,3
Linfonodo Nio 72 727 6 667 0,71
Sim 25 253 2 222
Osso Ndo 74 747 7 778 O
Sim 4 40 0 0,0
SNC Ndo 95 96,0 9 100,0 >0,99
. Sim 2 20 0 0,0
Pulmao Nfo 97 980 9 1000 P
Sim 6 61 2 222
Outro Ndo 93 939 7 778 O3
Quimioterapia SI[T’I 47 47,5 4 444 50,99
Ndo 52 52,5 5 556
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5.2.2 Relagdao entre a expressao de PD-L1 nas células tumorais e caracteristicas clinico-
patolégicas

A analise dos dados numéricos apresentados na tabela 9, que demonstraram
relevancia estatistica, permitiu afirmar que nos pacientes portadores de metastases
predominantemente hepaticas ou predominantemente dsseas, a expressdo de PD-L1 foi
ausente ou negativa em maior frequéncia e nos pacientes portadores de metdstases

predominantemente linfonodais, a expressao de PD-L1 foi positiva em maior frequéncia.

Tabela 9 - Expressao de PD-L1 em células tumorais e caracteristicas clinico-patolégicas

Variavel Categoria Negativa Positiva p valor
N % N %
Idade < 60 anos 37 41,6 12 63,2 0.09
> 60 anos 52 584 7 36,8 !
Género Masculino 41 46,1 6 31,6 0.25
Feminino 48 53,9 13 68,4 !
ECOG 0 9 141 3 214
1 23 369 6 429
2 13 20,3 4 28,6 0,14
3 17 26,6 O 0,0
4 2 31 1 7,1
Tabagismo Sim 37 43,0 10 55,6 043
Nao 49 57,0 8 44,4 !
Etilismo Sim 20 24,7 5 27,8 077
Nao 61 75,6 13 72,2 !
Histdria familiar Sim 31 38,8 8 47,1 052
Nao 49 61,3 9 52,9 ’
Tipo histoldgico Adenocarcinoma 52 58,4 12 63,2
Carcinoma 28 315 5 26,3 0,91
CEC 9 101 2 10,5
Sitio de metastase Figado 52 59,1 6 333 0,13
Linfonodo 48 53,9 13 72,2 0,29
Osso 41 49,4 5 294 0,22
SNC 3 45 2 111 0,65
Pulmido 24 27,0 1 5,9 0,19
Outro 14 18,2 2 11,1 0,73
Sitio dominante de metastase Figado Sim 39 43,8 3 15,8 0,03

Ndo 50 56,2 16 84,2
Sim 21 23,6 9 474

Linfonodo Ndo 68 764 10 526 0%
0ss0 i B o s e O
im 2 22 2 1
SNC rS\:::) 87 97,8 17 8(9)12 0,14
Pulmao 's\::; 827 927,,28 109 136(?0 >0,99
outro rS\;;; 836 93éf16 154 igi <001
Quimioterapia Sim 42 47,2 9 47,4 50,99

Nao 47 52,8 10 52,6
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5.2.3 Relagdo das informagoes clinico-patoldgicas e biomarcadores com sobrevida global

Em andlise univariada, cujos dados numéricos estdo apresentados na tabela 10,
algumas caracteristicas da populacdo do estudo notadamente determinaram impacto no
tempo de sobrevida global mediana, com significancia estatistica. Assim, pode-se inferir que
guanto melhor a condicdo clinica do doente, representada por menores valores numeéricos
atribuidos ao PS-ECOG, maior a sobrevida para o paciente. Enquanto a presenca de
metastases hepaticas, assim como o predominio delas nesse 6rgao, foram fatores deletérios
e impactaram em uma menor sobrevida global, a presenca de metastase predominante em
linfonodos foi um fator de protecdo. Outro fator de protecdo que merece destaque foi o
tratamento com quimioterapia, visto que os pacientes que a receberam sobreviveram mais.
Por ultimo, o grupo de pacientes que tiveram a expressao de PD-L1 positiva também obteve

melhores resultados em termos de sobrevida.
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Tabela 10 — Andlise univariada para estimativa do risco relativo de ébito conforme caracteristicas clinico-
patoldgicas

Variavel Categoria N %  Sobrevida IC 95% HR pvalor
Idade < 60 anos 49 45,37 6,28 3,12-9,44 1,00 043
> 60 anos 59 54,63 3,32 2,05-4,59 1,17 !
Género Masculino 47 43,5 3,12 1,82-4,43 1,00 029
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 05
Nao 57 54,81 5,19 2,11-8,28 1,00 !
Etilismo Sim 25 25,25 3,12 0,97-5,27 1,35 021
Nao 74 74,75 5,32 3,03-7,62 1,00 !
Histdria familiar Sim 39 53,7 5,33 3,25-7,40 0,79 029
Nao 58 36,1 3,2 0,70-5,69 1,00 !
Tipo histoldgico 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
Sitio de metastase Figado Sim 58 54,7 2,43 1,45-3,41 1,75 <001
Ndo 48 45,3 6,61 4,78-8,44 1,00 !
. Sim 46 23 3,19 2,82-7,57 0,76
Linfonodo 20 61 57 5199  150-478 100 O°
Sim 46 46 6,25 2,76 -9,73 0,88
Osso Nio 54 54 315  045-586 1,00 O°°
Sim 5 6 9,83 0,79-18,87 0,57
SNC Ndo 79 94 5,19 2,59-7,80 1,00 0,27
Pulm3o Sim 25 23,6 2,03 3,11-7,28 1,29 027
Nao 81 76,4 5,19 1,03-3,04 1,00 !
Sim 16 16,9 2,1 0,00-4,49 1,63
Outro Ndo 79 831 529  324-735 100 08
Sitio dominante de metdstase Figado Sim 42 389 2,4 1,32-3,47 1,74 <001
Nao 66 61,1 5,62 4,17-7,07 1,00 !
. Sim 27 25 7,07 0,00-19,07 0,58
Linfonodo =0 g1 75 316  1,80-450 1,00 93
Sim 25 23,1 6,61 2,11-11,1 0,86
Osso Nio 83 769 339  119-558 1,00 O°°
Sim 4 3,8 5,62 1,17-10,07 0,86
Sl Nao 104 96,2 3,38 1,16 -5,16 1,00 0,77
Pulm3o Sim 2 1,9 1,11 0,424-1,81 4,04 006
Ndo 106 98,1 4,96 3,18-6,75 1,00 !
Sim 8 7,5 2,1 0,24-3,96 0,98
Outro Ndo 100 92,5 463  286-640 1,00 2°°
Expressao de PD-1 Negativa 99 91,6 4,63 2,55-6,71 1,00 096
Positiva 9 8,4 5,32 2,4-8,25 0,98 !
Expressdo 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 53-15,89 0,42 <0,01

Nao 57 52,8 1,8 0,89-2,72 1,00
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5.2.4 Relagao das caracteristicas clinico-patolégicas e biomarcadores com sobrevida global
— Regressao de Cox

Apds regressdo logistica e conforme representado na tabela 11, a presenca de
metastases predominantemente hepaticas reafirmou-se como fator deletério para sobrevida
global mediana, enquanto a expressdao de PD-L1 positiva, o tratamento quimioterapico e

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

Tabela 11 — Analise multivariada — sobrevida global em pacientes com CUP

IC 95%
Variavel Categoria OR LI LS p
Sitio dominante de metastase no figado Sim 2,85 1,63 4,97 0,00022
Expressdao de PD-L1 Positiva 0,37 0,16 0,83 0,01585
Quimioterapia Sim 0,37 0,19 0,69 0,00179

ECOG 0,00024
403 1,72 9,40 0,00126
7,48 2,91 19,22 0,00003
3,80 1,54 0,36 0,00369

15,46 3,40 70,29 0,00039

A WN RO
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5.3 Representagao das curvas de sobrevida
A sobrevida global mediana dos doentes incluidos nesse estudo foi de apenas 3,7

meses, tal como representado no grafico ilustrado pela figura 7 abaixo.
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Figura 7 — Curva de Sobrevida Global Geral
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A expressao de PD-L1 teve impacto na sobrevida, conforme representado pela figura 8.
Os pacientes com expressdao 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 avaliacao da expressao de PD-L1 tanto por TPS, quanto pelo score combinado

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

Sobrevida Global Mediana
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Figura 8 — Curva de Sobrevida Global Mediana de acordo com a expressao de PD-L1



Tabela 12 - Medidas simétricas
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Valor Erro padronizado T Significancia
assinténico? aproximado® aproximada
Medida de concordancia Kappa 1 0 10,39 0
N de casos validos 108

a. Ndo assumindo a hipdtese nula.

b. Uso de erro padrao assinténico considerando a hipétese nula.
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6 DISCUSSAO

O cancer de sitio primdrio desconhecido é uma entidade patolégica com
comportamento biolégico e clinico préprio, cuja atipia e agressividade relegam aos doentes
uma sobrevida mediana configurada em poucos meses e cujo tratamento sistémico traz
ainda resultados modestos.®! Tratando-se de tumor sélido raro, reunimos uma significativa
casuistica de um grande centro brasileiro de tratamento do cancer, seguindo critérios de
selecdo bastante restritos, diante de uma doenga com apresentacao clinica heterogénea. Ao
demonstrar a expressdao dos checkpoints imunoldgicos PD-1 e PD-L1, tornamos possivel

explorar a hipdtese da imunoterapia como potencial terapéutico para o CUP.

Nossa amostra foi representada por uma idade média de 60 anos como demonstrada
em outros estudos para apresentacdo da doenca.®? A sobrevida global dos pacientes foi de
apenas 3,7 meses, seguindo os achados de outros estudos.®3 Em um estudo de registros
canadense, mais de 45.000 pacientes com metastases foram avaliados e 1743 deles
possuiam sitio primdrio desconhecido.8* A sobrevida mediana encontrada para pacientes
com CUP foi de apenas 2 meses. Interessante notar que aqueles que nao receberam
tratamento tinham uma sobrevida mediana ainda pior, de apenas 1,1 meses. Em nossa
analise, mais da metade dos pacientes ndo receberam tratamento com quimioterapia e isso
se deve principalmente a baixa performance clinica deles ao diagndstico, chamando atengao
para a necessidade de estratégias para um diagndstico mais precoce e um intervalo mais

curto entre o diagndstico e inicio do tratamento sistémico.

Estudos tem demonstrado com maior frequéncia a relagdo entre a expressao de PD-L1
e progndstico desfavoravel® 8, o que se coaduna com o entendimento que a expressdo de
PD-L1 pelo tumor promoveria a evasdo do sistema imune proporcionando vantagens para a
progress3o da doenca.?’” Nds demonstramos que a expressdo 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 expressdao de PD-L1 também se associaram a melhor prognéstico, ndo sendo
exclusividade do nosso estudo.®® 8 Em uma metanélise de Huang e col.?? estudando cancer
de mama, a expressdao de PD-L1 positiva esteve associada a uma sobrevida mais curta.

Interessante notar que quando observado a expressdao de PD-L1 apenas nos Linfdcitos
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Infiltrantes do Tumor (TIL’s), esta associacdo se inverteu com reducdo do risco relativo de
morte de 59%. Nos encontramos uma redugdo de 58% do risco relativo de morte com a
expressdo de PD-L1, entretanto ndo exploramos a presenca de TIL's e sua expressao
diferencial de PD-L1. Recentemente, tem sido descrito o papel de PD-L1 extracelular na
forma de exossomos ou de proteina livre soltuvel, atuando no microambiente tumoral de
forma a inibir o sistema imune, e isso tem fomentado o desenvolvimento de terapias de
blogueio da producdo de exossomos.?® N3o foi possivel 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 ndo inteiramente entendida, influenciar nos desfechos clinicos.
Adicionalmente, em uma metanalise, Pyo e col. investigaram a expressdao de PD-L1 e a sua
correlacdo com a taxa de sobrevida em varios tumores malignos.” Na andlise, foram
incluidos 16.176 pacientes de 97 estudos elegiveis e mostrou que a expressao de PD-L1 foi
significantemente correlacionada com uma menor SG (HR: 1.27, IC95%, 1.097 — 1.486), em
especial no cancer de eso6fago e no carcinoma de células renais. No entanto, ndo foi
encontrada associacdo entre a expressdo de PD-L1 e a SG em pacientes com carcinoma
colorretal, carcinoma hepatocelular, melanoma, tumores testiculares ou tumores timicos. Os
autores concluiram que essa heterogeneidade provavelmente estaria relacionada as
diferentes abordagens metodoldgicas para avaliar PD-L1 em cada tipo de tumor,
despertando atenc¢do para uma verdadeira necessidade do estabelecimento de critérios

padronizados no sentido de melhorar a previsibilidade prognéstica.

A expressdo de PD-L1 por IHQ é a mais comumente empregada, mas ndo ha
biomarcador preditivo reconhecidamente ideal para designar pacientes aos tratamentos
com inibidores do ponto de verificacdo imune e tdo pouco para CUP. Utilizando um cut-off
de 1%, encontramos uma expressao 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 expressao dessas proteinas. Koomen e col. produziram uma
revisdo sistematica direcionada em cancer de pulmdo de células ndo pequenas, para
comparar ensaios IHQ padronizados com foco especifico na coloragdo e pontuacdao das
células tumorais. Observou-se alta concordancia interensaios entre os ensaios 22C3, 28-8,

SP263 e testes desenvolvidos em laboratérios com validacdo adequada, como por exemplo
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com o E1L3N®, o mesmo utilizado em nosso estudo. No entanto, uma diminuicdo da
concordancia interobservadores foi verificada com o uso de um ponto de corte de 1%. Os
autores concluiram que isso poderia ser problemdtico na pratica clinica, visto que a
discordancia dos patologistas nesse ponto de corte poderia resultar na nega¢dao de opdes

valiosas de tratamento para alguns pacientes.®?

Apesar dos esfor¢os para afirmacdo do PD-L1 como um biomarcador preditivo de
resposta terapéutica, os pacientes cuja doenca é negativa para PD-L1 por IHQ ainda podem
obter beneficio clinico com terapias anti-PD-1 ou anti-PD-L1%3, demonstrando que o valor
preditivo negativo também é abaixo do ideal. Essa baixa confiabilidade da IHQ como
biomarcador para imunoterapias esta provavelmente relacionada a multiplas variaveis,
como mencionado anteriormente, uma das quais vinculada ao fato de que a expressdo de
PD-L1 é regulada por varios mecanismos, incluindo as vias MAPK e PI3K ou Akt, fatores
transcricionais HIF1, STAT3 e NFKB e fatores epigenéticos.”* Além disso, a expressdo de PD-
L1 pode ser transitéria e ainda existir heterogeneidade tanto no paciente, quanto no
tumor.®® Esse contexto possibilita fortalecer a ideia de que a amostragem do tumor em um
Unico ponto no tempo ou em apenas um local ou parte de um tumor, pode nao refletir com
precisao o estado do eixo PD-1 ou PD-L1 em um paciente. Uma segunda variavel importante
é a baixa uniformidade nos anticorpos IHQ para PD-L1 e os diferentes limiares para a
positividade que estdo sendo utilizados.’® Os limiares de positividade para a expressdo de
PD-L1 para os estudos variam, o que proporciona um viés ao compara-los. Existem
diferentes plataformas (Dako, Roche Diagnostics (Ventana)) para avaliacdo da expressao de
PD-L1 com diferentes anticorpos (28-8, 22C3, SP263, SP142 e MIH1, dentre outros) e ndo ha
uma padronizagdao quanto a um cut-off para positividade. Alguns estudos utilizaram 1%, 5%,

50% ou mais para considerar a expressao de PD-L1 positiva.®’

Uma meta-andlise que envolveu 41 ensaios clinicos e mais de 6000 pacientes com
tumores sélidos avancados investigou o valor preditivo da expressdo de PD-L1 em células
tumorais e células imunes peri-tumorais, sendo todos utilizando ensaios imuno-
histoquimicos em plataformas automatizadas, tais como Dako 28-8, Dako 22C3, Ventana SP
142, Ventana SP263 e Dako Clone 73-10. E importante ressaltar que nenhum dos tumores
estudados incluiam CUP. Os resultados conseguiram demonstrar que a expressao 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)%8. No entanto, nenhum estudo relatou um limite para o qual o valor preditivo positivo

ou preditivo negativo se aproxima de 100%.

Outra questdo a ser salientada esta relacionada a viabilidade do biomarcador que sera
medido e analisado no tecido. Garon e col. observaram que havia deterioragao de PD-L1 em
amostra tumorais cortadas em um periodo maior que 6 meses antes da reac¢do®®. No

presente estudo, a coloracao foi feita menos de um més depois dos cortes.

Poucos estudos anteriores tiveram o objetivo de investigar o perfil imunoldgico do
CUP.1% Galatica e col. fizeram uma pesquisa abrangente de biomarcadores preditivos para o
bloqueio do ponto de verificagdo 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 terapéutico. Nesse estudo,
o cut off para a positividade na expressdo de PD-L1 foi de 5% e foi observada em 22,5% dos
tumores, enquanto a presenga de PD-1 expressando TILs foi observada em 58,7% dos casos.
Os autores n3o objetivaram correlacionar com os dados de sobrevida.’®® Um outro estudo
japonés de Haratani e col. avaliou em uma coorte retrospectiva no Hospital Universitario
Kindai o perfil da expressao de PD-L1, a densidade dos linfécitos infiltrantes do tumor e o
perfil da expressdo de genes relacionadas ao sistema imunoldgico de 164 pacientes. Foi
revelado que a expressdo de moléculas do ponto de verificacdo imune era semelhante a das
neoplasias sélidas responsivas a imunoterapia e concluido que ha um potencial beneficio
desse tipo de tratamento para o CUP. Nesse estudo, os autores estratificaram os pacientes
em 2 grupos baseado em caracteristicas progndsticas favoraveis e desfavoraveis.
Notadamente houve uma diferenca marcante nos dados de sobrevida (29,3 X 7,1 meses).10?
Esse tipo de questionamento sobre o perfil imunoldgico dessas neoplasias é cada vez mais
justificado pelo impacto em que a imunoterapia causou na sobrevida de pacientes com

diversos tipos de neoplasias avancadas.'

Existem algumas limitacgdes em o nosso estudo que merecem destaque. Trata-se de
um desenho retrospectivo e o nimero de pacientes foi relativamente pequeno, o que pode
trazer questdes relacionadas a viés de selecdo. Outro aspecto importante é que se trata de
um estudo uni-institucional e questdes relacionadas a referéncia e contra-referéncia de
pacientes, ao acesso ao tratamento e protocolos de servico, podem influenciar nos

resultados clinicos o que limita generalizagdes dos resultados encontrados. No entanto,
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utilizamos um protocolo de IHQ validado em nossa instituicdo, com critérios de selecao
rigidos, tornando a amostra mais homogénea possivel e, reunimos uma casuistica relevante,
tratando-se de tumor sélido conhecidamente raro. Apesar das limitacdes, nosso estudo teve
cardter exploratério e poderd proporcionar a geragdao de novas hipoteses relacionadas aos
mecanismos envolvidos na imunobiologia dos CUP e na imunomodulacdo no seu
microambiente. Nossos resultados também apontam para a imunoterapia como estratégia
terapéutica em potencial para a patologia em questdo e alguns ensaios clinicos tém
afirmado tal tendéncia.!®* 19 Entretanto, sdo necessarios que mais resultados demonstrem
e concretizem a eficdcia dos inibidores do ponto de verificagdo imune no CUP (NCT03498521

em clinicaltrials.gov).
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7 CONCLUSAO

Concluimos que PD-L1 é expresso em um subgrupo de pacientes com cancer de sitio
primario desconhecido e estd associado a uma melhor sobrevida. E necessério explorar
melhor o microambiente deste tipo de tumor para entender os fatores associados a sua

imunobiologia e consequentes desfechos clinicos.
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Resumo: Intredugdo: O cncer de sitio primario cculfo & um grupo heterogéneo de canceres pars o3 quais &
origem permansce desconhecida, apesar de detalhada investigacdo. A sua apresentacdo clinica ocorme por
sinfomas decorrentes da metdstase, que pode ser influenciada ndo somente por processos bioldgicos do
tumor, mas também decorrente de processos regulatdrics do microambients tumoral. ADAMTS-1. uma
metoloproteinase envolvida em varios processos fisiclégicos, atus no microambiente tumcral como regulador
negative da angiogénese, imporante processe na tumorigénese e desenvolviments de metastase. Oufro
fanémeno associado so microambiente tumoral, 2 reprogramacdo metabdlica tumaral, também == mostra
importante na tumorigénese & o perfil de expressdo da moléculas envolvidas meste processo, tem sido
associadas & diferentes histologiss do cancer de sitic primario ocultc. Movas moleculas envolvidas nos
chekpoints regulatorios do sistema imune também se mosfraram importantes ahvos terapéutices em outros

tumares, mas sinda ndo foram estudados em cancer de sitic primaric oculto. Objetivas:
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Awsliar & expressdo de moléculas associadas so microambients de tumores primarios desconhecido e suas
possiveis associscdes com caracteristicas clinicopatologicas e desfechos clinicos em pacientes com este
tipo de tumior. Metodologia: Imunchistoguimica sera utilizada para avalisr a expressSo de moléculas
associadas ac metsbaolismio tumeral, ADAMTS-1, PD-1 & POL-1. Desfechos clinicos como sobrevida livre de
eventos e sohrevida global sero analisados ufilizando 8= curvas de Kaplan Meier e comparapdes pelo log

rank.

Intredugio: 1. INTRODUCAD 1.1 CANCER DE SiTIO PRIMARID CCULTO Em 2012, o cdneer scometey
mais de 14 milhdes de nowvas pessoas e mabtou mais de 8 milhdes em todo mundo.1 Mo Brasil, foram
estimados, em 2014, a ocorréncia de aproximadamente 575 mil cases novos de cdncer, incluindo os casos
de pele ndc melanoma, reforgando a magnitude do problema do céncer no pais.2 O céncer de sitio primério
oculto, ou de origem desconhecida (CUP, do inglés cancer of unkmown primary), & um grupo heterogéneo de
CANCEras pars oS quais a ofigem permansce desconhecida apesar de detalhada investigacfo.3 Estima-z=
que cerca de 3 a 5% de todos os casos novos de tumares epitelisis seja de CUP e a incidéncia padronizada
para 8 idade em tode o mundo s=jz de 4 & 18 casos por 100.000.4 Atusimente, a definipdo de CUP ests
associada a0 fracasso dos métodos diagnésticos em definirem & exata origem tumaor primaric. Dentre estes
meétodos, inclui-se historia médica detalhada, exame fisico completo, incluindo exame pélvico & digital do
reto, hemograma e bioguimics, andlise da wring, imunchistoquimica do material de bidpsia da metastase,
exames de imagem do tdrax, abdome e pelve e, em alguns casos, mamografia e FET -CT.5 Comumente, o
paciente apresents-se com um cincer metastétice ao diagnéstico cujs histopatologia revela um carcinoma,
sdenocarcinoma, carcinoma escamoso ou neoplasia maligna pouce diferenciada 8 Os sintomas estéo
principalmente relacionados acs efeitos locais de onde se encontram as metastases ow entdo associados
eventualments a sindromes paraneoplasicas. 8 Apesar de 80% dos casos apresentar um maeu prognostico.
existern grupos clinicos que podem spresentar um prognostico favoravel com maiores sobrevidas, devido ao
comprometimento locoragional resfrito & & possibilidade da melhor controle terspéufico. 7 A gquimicterapis
tern sido & base do tratamento do CUP. Esquemas que unem drogas ativas em diversos tipos de tumores
sdlidos jé foram testados em CUP, apresentando toxicidade elevada, taxas de resposta enfre 10 - 25%,
intervalo livre de doenga curto & scbrevida mediana em tomo da 7 - § meses.8,8 Ainda gua s= possa
detarminar o primario do CUP, ndo € possivel saber se o uso do tratamento sitio-especifico podard mudar o
prognosfico para muitos casos. |sso se deve, em parte, ao fato de mivitos tumores primarios conhecidos
ainda ndo possuirem fratamento efetivo. Fode-se entender,
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tambeém, que um fumor incapaz de expressar marcadores tipicos de seu primario possa comesponder & sua
variante mais agressiva do ponto de vista clinico-patolégico. Ainda ndo estsd claro se o CUP & uma entidade
clinico-patoldgica com caracteristicas genétices e fenctipicas distintas ou wm grupo de tumores primarios
néo identificados. 10 Recentemente, métodos de analise de expressdo génica definiram assinaturas de
tumaores primarios para alguns tipos de céncer e elas faziam comespondéncia com varos CUP's, o gque
sugeriu que estes possuem caracteristicas bicldgicas similares com suas confrapartes primanas. 11-13 Além
disso, estas noves técnicas abriram a pessibilidade de direcionar o tratamento & mudar os resuliados
clinicos, principalments para agueles tumoras com reconhecids quimicsensibilidade. 14 Interessantz notsr
que. um tumeor capaz de emitir metasiases sam que o seu priméric se manifesta clinicamants pode t2r uma
azsinatura que favoreca 2 invasdo, migragdo e metastase de forma precoce. Embora ndo se tenha
confirmado diferengas em relagdo a outros tipos de tumores, os dados tém sugeride um perfil de
angiogénese altamente ativo mos CUP com expressso de reguladores chaves como WEGF, MMPs, = TIMP-
1.10 1.2 ADAMTS-1 ADAM trata-se do acronimo de “A Disintegrin And Metalloprotesse”, & da nome 2 uma
glicoproteina com fungdo de metaloprotesse dependente de zinco, gue desempenha papel na sinalizagdo
celular, fuséo celular e interac8o célula-célula. A subfamilia particular ADAMTS (A Disintegrin And
Metalloprotease with ThromboSpondin motifs) reflete a arquitetura dos dominios proteicos, que combina
uma metaloproteinase tipo-ADAM com repeticies trombosponding tipo-1.15 Membros individuais desta
familia diferem no ndmero de motivos trombospondina (T3] no C-terminal sendo que ADAKMTS1 contém
duas alpas desintegrinas e trés motivos TS no C-terminal. 18 As desintegrinas compdem uma familia de
peptidecs anticoagulantes encontrados em wenenos de cobras, as qusis s8o caracterizadas por um alto teor
de cisteina e funcionam como um ligante de integring com capacidade de romper a interagdo célula-matriz.
A similaridade de seguéncia entre ADAMTS1 e da foxina hemorragica “Hi-e", estende-s= para o dominio
desintegrina e s=te residuos de cisteina gue estdo conservadas em ADAMTS1 (Figura 01).17 Figura 01.
Representagdo esquemstica da organizagio de dominio de ADAMTS1 e outras proteinas da familia
metaloproteinase-desintegrina. TM, transmembrana; TSP, mofivo frombospondina fipo 1. EGF, motivo tipo
fator de crescimento epidérmico. Posicio de ligapdo do zinco € indicado por Zn. Extraido de Kuno et al.17 A
ADAMTS1 & conhecida também pela sinonimia METH1 & possui 2 localizacfio génica 21g21.2. Trata-se de
um gene bem conservado durante a evolugdo, mostrando homologia com seus ortdlogos. Além da funcéo
de protease, diversas oufras funcfes foram descritas tsis comao ligente da heparing, de ions metslicos &

zinco, e stividade anti-angiogénica, estando envelvida em processos como & formagdo da
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trabecula cardiaca, sinalizacdo celular medisda por integrina, desenvolvimento renal, evulagio & regulagio
nepativa da proliferagde celular. 16 A ADAMTE1 foi descrits pela primeira vez por Kuno et al17 como uma

s

proteing rica em cisteina comn uma sequéncia similar 3 metaloprotzinase do wensno da cobra e também

trombospondina. Diferente de cutras ADAMs, ADAMTS1 ndo possui um dominio transmembrana e

e -

supostaments uma proteina secretada. Os autores conseguiram demonstrar que o deminio homdloge
tfrombesponding de ADAMTS1 & capaz de interagir com glicoconjugades sulfatados {como 3 heparina) em
concentragdo fisioldgica. Além disso. ufilizande linhagem celular de adenocarcinoma de calon murino,
observou-se aumente no nivel do RMA mensageiro (RNAM) de ADAMTS1 apos estimulagio com
interlzucina-1 {IL-1), o gue sugere que ADAMTST nio sejs constitutivamente expressa & sim, um ganes
induzido. Os awutores demonstraram tambm que ADAMTS1 & fracamente expressa em tecidos comao o
coragac & o fim 2 indetectavel em owtros tecides coma pulm3e, figado, cérebro e midsculo. Entretanto, apds
indugdo de inflamagio sistémica em camundongos. observa-se qus o RMAmM de ADAMTS1 &
significativarmente aumentado no coragdo = rim, mas ndo =m outros drgdos, indicando uma possivel
associacdo com a inflamacdo. & angiogénsse & um evento muite importante em diversos processos
patologicos, incluinde 3 progressdo tumorald, & uma impertants relacdo entre ADAMTE1 & 2 angiogénszs
tem sido descrita na Gltima década. Rodripusz-Manzaneque e colaboradores18 modificaram gensticaments
camundonges para desenvolverem cdncer de mama & SUper-Sxpressar ou ndo expressar TS, A avaliagio
histolégica dos tumores revelou adenocarcinomas pouco diferenciados muite semelhantes, mas com
diferengas marcanies na vascularizagio, mesmo macroscopicamente. Uma redugSo significativa do ndmero
de wasos foi enconfrada em tumores com super-sxpressac de hTSP1 (hoemdloge TS1), mas nenhuma
alteragao foi observado em tumores hTSFP1 ausente, quando comparade ao grupe de controle. Estas
evidéncias apontam para o TSP como um regulader negativo da vasculatura tumaral. Além disso, observou
-5 que, naes fumores sem expressio de hTSP1, 5 proteina do Wasculsr Endothelial Growth Factor (WEGF)
estava complexada com um das seus receptores, Vascular Endothelial Growth Factar Receptor 2 (WEGFR2)
2, 8M contraste, 5ta 3ssociacdo ndo era tao evidente nos tumores com super-expressae de hTSP1. Lugqus
& colaboradores19 demonstraram que & capacidads d= ADAMTS1 para inibir 3 neo-vascularizacde in vive
fol maior do gue a da endostiatina & TSP1. In vitre, observou-se gue ADAMTS1 foi capaz de diminuir
drasticamente 3 fosforilagio do VEGFRE por um mecanismo envolvendo ligagdo direta e sequestro de
WEGF185. Esta interagdo foi tambEm verificada in wivo. Liu e colaborsdoresZ0, utilizando modslos murinos
dz cdncer de mama 2 pulmas, demonstraram que ADAMTS-1 pods possuir atividade prd ocuw antitumaoral, de
acordo
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com a forma de ADAMTS-1 presente. Esta sofre clivagem autoproteciitica geranda os fragmentos ADAMTS-
INTF = ADAMTS -1CTF, que. por sua vez, demonsiram atividade antitumoral, por inibigio do
extravasamenta da c&lula tumaral, profiferacio, sobrevivéncia = por represz2o0 da angicgénese, a0 contrario
de zua forma ndo clivads. Os autores também mostraram que 3 atividade metaloproteinase de ADAMTS-1
na forma n3o clivada € necessaria para a sua atividade pra-tumaral. Além disso, a atividade anfitumoral dos
fragmentos de ADAMTS-1 reguer o motiva TS-1, que esta provavelmente oculto na forma ndo clivada. Foi
também cbeservado que a clivagem de ADAMTS-1 pode ser inibida por heparina'heparan sulfato (H3) 2 que
o nivel de proteoglicanos HS no microambients fumoral provavelmente reguls gual forma de ADAMTS-1
(completa ou clivada) esta disponivel naguels microambients para exercer sua atividade pré-tumoral ou
antitumaral, respectivaments. Recentements, um ensaio utilizands camuendongos incculados com celulas de
cdncer de mama maostrou 3 presenga de ADAMTS-1 £ seus substrates no micreambiznte tumeral, assim
como 3 inibigdo do cresciments tumaral, guando utilizade um anticorpo ant-A0AMTS-1.21 Outras isofermas
de ADAMTS tém sido associadas com sobrevidas divergentes em pacientes com cancer de mama &
coloretal. 22 Assim, 3 ADAMTS1 & uma moléculs funcicnalments complexa que pode fazer uma papel chave
na fisiopatogenia dos CUPs sendo que as suas relagies com o afores deste cendrio, assim come o seu
valor progndstico = predifive, merecem investipagio. 1.3 REPROGRAMACAD METABOLICA Mas regies
de desenvolvimento tumoral, & concentragio de oxigénio decresce com a distancia ao capilar, de tal forma
que as celulas ocxipenadas ficam limitadas a certa distancia dos vasos sanguineos.23 Como a membrana
bazal das células permanece intacta e a proliferagdo celular causa um espessaments da camada epitelial,
inevitavelmante, 530 desenvolvidas regides de hipdxia perto do limite de difus3o do oxigénic.23,24 Estas
regibes de hipdxia favorecem o metabolismo anaerdbio, selecionando algumas c2lulas e permitindo a
atividade metabdlica na auséncia de oxigénio.23,25 Mo entanto, esta aleracio do metsbolisma das células
tumorais & mais do que uma simples adaptagio 3 hipdxda enfrentada durants 3 carcinopénese, uma vez que
persistern mesmo em condigdes de normdxia (efeito de Warburg ou glicolise serdbia). Assim. as células
tumorais produzem energia preferencialments pela glicdliss, em detrimento da fosforilagio oxidativa
mitocondrial. sendo que o consumo elevado de glicose apresenta uma relacio com a agressividads do
tumaor. Assim, &m um cancer ndo invasivo, as celulas apresentam um baixo consume de glicose quando
comparadas a um cancer altamente invasive.23,26 Mo contexte da hipdiia, o HIF-1 (hypoxia inducible factor
1-alfa) surge como o regulader chave, na medida em que € um fator de transcricBe gue induz 3 expressdo
de varias proteinas relacionadas ao metsbolismo glicelitico, tais come o tfransportsdor de glicose 1
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{GLUT1), a anidrase carbonica {CALK) & os transportadores de monocarboxilatos (MCTs).27-28 Os MCTs
pertzncem a uma familia de proteinas codificadas peles genes da familia SLC18A, composta por 14
membros. No entanto. apenas gquatro membros (isoformas 1 a 4) foram biogquimicamente caractenzados.30
QO MCTA, um fransportador com afinidade intermédia para o substrato, & encontrado em praticaments todos
05 tecidos humanos mas apressnta uma importante express8c no coragio e misculo 31,32 O MCTZ &
considerade um transportador de alia afinidade, sende encontrado em tecidos gue utilizam o lactato como
substrato para o metabolismo aerdbio como por exemplo o rim e o figado, onde o lactsto € o principal
substrato.31.33-35 O MCT3 possui uma distribuigSo ainda mais restrita, sendo encentrade principalments no
pigmento da retina e no epitslio do plexo corcide.38,37 Finalmente, o MCT4 £ um transportador de baixa
afinidads = tem sido cbservads em tecidos altamente glicoliticas, como fibras musculares esgusléticas,
astrocitos e células brancas do sangue.22,38 30 A expressdo = atividade dos MCTs & regulada pels
expressdo de proteinas suxiliares, chamadas chaperonas. Mo caso do MCT1, MCTS & MCT4, a proteina
associada & 3 CD147.40 Ja no caso do MCTZ, este encontra-se associado 3 gp70.41 Recentements, 3
CD44 também foi descrita como proteina chaperona do MCT1 e MCT4.42 Na adaptagdo metabolica
caracteristica das celulas fumorais, o5 MCTs apresentam um papel essencial; as isoformas MCT1 e MCT4,
em particular, desempanham um duplo papsl na manutengie do fendtipo metsbdlica de célulss de fumaor.
For um lado, elas facilitam o efluxo de lactate =, por outro lado, contribuem para a preservacio do pH
infracelular, através do co-transporie com um proton. Assim, estas isoformas apresentam-se aumentadas
em células twumorais que apresentam alias taxas ghooliticas, surgindo como importantes potenciais alvos
terapEuticos para tratamento de cdncer, por inibir a fase final da glicdlis=.43 © GLUT1 & responsavel pelo
aumento do influso de ghcose, especialments em siteacdes de hipteia 44,45 A sua expressio e atividads
estao aumentadas em algumas situacbes, como nas células d= necplasias malignas.44 Esta sobrexprassao
foi detectsda em diferentes tipos de cdncer & & frequentements associada a um pior progndstico.44,46-42
Ja a CAIX contribui para @ manutengSe no pH intracelular das células cancerosas glicoliticas & &
considerada um marcador de agressividads tumoral4d, sendo que alguns estudos mostraram um provavel
papel da CALX também como uma resposia inicial & hipdxia das células fumorais. 50 Um estude recente tem
mostrade diferengas no perfil de expressac de proteinas relacionadas so metabolismo nos CUPs, de acordo
com o subtipo hisiolégico & caractersticas chinicas 51 O conhecimento do perfil metabdlico e seus atores
nos CUPs pode gerar novas hipoteses e possibilidades terap2uticas. Além disseo, algumas drogas
anfinzoplasicas podem interferir no metabolisme tumoral, abrinde a possibilidade de novos
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protocolos terapéutices. 1.4 CHEKPOINTS PC-1 [ POL-1 Atualments, & notoria a maior compreensao do
papel do sistema imunclogice no processo de carcinogénese e 3 evasao tumoral ao sistema imunologico 2
considerada uma das caracteristizas fundamentais do cdncar52 Este escape imunoldgice pode acontecer
por diferentzs mecanismas, como 3 perda da expreszS3o de moléculas do complezo principal de
histocompatibilidads (MHC), o recrutamento de células T reguladoras com fungdo imunessupressora, ou
producdo de cifocings, tambeém com papel de imunossupress2o, como TGF- (Transforming Growth Factar
Beta) & interleucina-10; ou ainda, os twmores podem desenvolver barreiras fisicas, tais como o coldgeno 2 &
fibrina, ow estabelacer mascaras antigénicas.33 A imunoterapia contra o cincer vem sendo wtilizada desds a
década de setenta, através de instilzgbes intravesicais de BCGS (Bacile CalmetteGuéring em pacientzs com
tumores de bexiga superficiaiz, com consequente estimule imunoldgico, o gual leveu ao contrale da desnga,
principalmentz em termos de recidiva e progressS0.54 O ressurgiments do interssse dests pratica
terapEutica veio do desenvalvimento de novas tecnologias e da descoberta d= novas moléculas regulatdrias
envolvidas no processo tumoral de evasio do sistema imune 55 Meoléculas como o CTLA-4 (Cytotoxic T
lymphocyte antigen 4), presente na superficie das células T e que confribui para a inibicdo da resposts
imunoldgica pela interagdo com a profeina tumoral CO-80. tem sido ake de novas dropas contrs o
melanoma e levou as auments de sobrevida nesta doenga. 56 Sabe-se que, apos a sinapse imunologica, os
sinais que estimulam ou inikem o sistema imune s3c originados a partr de moléculas corregulatornias, que
530 denominadas checkpoints imunologicos. Mo contexto tumoral, tanto as celulas tumorais gquanto as
célulzs apresentadoras de antigeno podem slterar s atividade do sistema imuene, utilizando para isso, entre
outras, o recepior PD-1 & seus ligantes, como o POL-1 (B7-H1) 2 o POL-2 (B7-DC)L57 & PD-1 & definido
comc uma proteina de membrana do fipgo 1 e pertence 3 familia de moléculas reguladoras de c2lulas T,
denominadas COZ8/B27.58 E formado por um dominio extracelular. por uma regido transmembranar e uma
cauda intracelular, sendo expresso na superficie das c2lulas T ativadas, células B & macrofages.50 Atua
principalmentz nos tecidos periféricos, local em gque ocome & interagdc com  seus  ligantes
imunossupressores, gue podem estar expressas tanto nas células tumeorais, quanto nas estromais .80 Em
modelos pré-clinicos, demeonstrou-se que 3 inibicSo da interagio enfre PO-1 & POL-1 pode estimular a
resposta de células T in vitro 2, consequentemente, aumentsr a atividade antitumoral 51,62 Varos estudos
clinicos t8m sido realizados com blogueadores do compleso PO-1/POL-1 & nos oltimos anos, & atividads
antitumaral & seguranga de um anticorpo monoclonal anti-PD-1 dznominado Mivolurmabe, tem sido
demonstrada em pacientes com neoplasias sdlidas em estadios avancados e refratarios aos tratamentos
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estabelecidos, fais como melanoma e canceres colorretal, de rim, de prostata e de pulm3o.63-85 Ha dois
anos o FOA aprovou o Mivolumab como linha terap2utica para carcinoma de pulmas, tanio de histologia
25camosa quants nda 2scamoss.88 67 Recentements, outro estudo analiscu 3 atividade 2 3 s=guranca d=
um anticarpo anti-FO-L1 denominado Atezolizumabe, sendo observadas taxas de resposta significativas em
neoplasias de pulmio, rim e no mieloma muliglo.68

Objetive da Pesguisa:

Objetive Primario: Através destz =studo, pretends-se avaliar 2 possivel asseciagio enfre 3 expressio de
protzinas envolvidas no microambisnte tumoral e caractensticas clinico-patologicas e desfechos clinicos de
pacientes diagnosticados com tumor de sitio primario desconhecido. Mais especificaments ser3o avaliadas
a expressac de ADAMTS, MCT1, MCT2, MCT4, CO147, GLUTY, CALX, FO-1 & POL-1 em uma seérie de
tumores de sitio primario desconhecide e suas associapbes a caracteristicas clinico-patolopicas & desfechos
clinicos, incluinde, sokbrevida global, sobrevida livre de eventos e resposta ao tratamenta.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os dados de pacientss serdo obtidos exclusivamente de forma retrospectiva em pronfugrios
arguivadaes no Servigo de Arguive Medico e Estatistica (SAME) & ¢ material bioldgice humano que s=rd
utilizade & partir do Biokanco do Servige de Patelogia do Hospital d= Cancer de Barrstos estd em acordo
com @ Resolugdo do Conselho Macional de Sadde Mo 441. Em acordo com @ Resolugde CHEMS Mo 445,
todas as informagdes referentes a0 estudo serdo mantidas em sigile, sob a responsabilidads do investigadar
principal, ndo havendo divulgacao publica do nome ou de gualguer utra informagdo que possa identificar o
envalviments dos mesmos neste estude. Devido 3 nzcessidade de s= manter material estocado no
Departamente d= Patologia para possiveis testes diagnosticos futuros. o bleco de parafina nao sera
esgotado ou prejudicado. Assim, trats-se de um projeto com um risco minime ao participants de pesquisa,
caractenzado apenas pela ewventual quebra de sigilo.

Benefizios: M3o haverd beneficic direto ao participante de pesquisa, no entanto, futuros pacientes
disgnosticados com metdstase de tumer primario desconhecido podero se beneficiar do conhecimanto
gerado duranie neste estudo.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pasquisa:

A presente submissac trata-se de E1 ao projefo para as seguintes alieragdes:

Este projsto propds, desde 3 suas concepgSo, o estude de moléculas envolvidas no
microambiente dos tumores de sitic  primdrio desconhecido. Com  as recentes  descobertas e
avancos terapfuticos relacionados so papel do sistema imune nos microambientes tumorais, a
nossa equipe de pesquisa considerou periinents o estudo da molécula FO-1 2 s=u Bganie nos
tumores de sitie primdrio  desconhecido. Estd  evident= gue podem  ser slcangadas respostas
tumorais com medicag@es que atuam nos checkpoints imunelogicos, come € o caso dos
anticorpos anti-FO1/POL-1. O conhecimento da express3o destas moléculas no  microambients
tumoral pode suxiliar no entendimente da in1erapi|:- microambiente-sisterma  imune &, is=0,
ainda & obscuro nos tumores de sitio primario desconhecido. Como trats-s= de uma deenga com
prognastico reservado entre os diversos fipos de cancer, conhecer & presenga do PD-1 & s=u
ligante no microambiente dos fumaores de sitic primaric desconhecide, pods abrr uma janela

de cporunidade para alcancar uma nova estrategia terapéutica. Portanto, esta emenda propas

a adigde de um novo chjstivo o projefo com a avaliagio da expressdc de PO-1 & POL-1 em uma

sériz de tumores de  sitic primdre  desconhecido, afravés da mesma  técnica j@ descrita no

projeto, a imunchistoguimica. Este objetivo, serd tema do Mestrado académico do alunc Jodo
Meif Antonic Jr. Adicionalmente, as andlises imunchistoguimicas n3o serlo mais feitas através

ds fabricacdo de TM&'s e sim utilizando laminas inteiras. Isso se dewe 3 percepgdo da dificuldade
técnica no uso do material bicldgico, [ gue muitos =30 provenientzs de bidpsias = isso dificulta
3 fabricacde adeguada dos TMA's. Ajustes nos métodos também serSo necessarios no projeto.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Todos as documentas perinentss a emenda foram sdequadaments apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem dhices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Caomité de Etica em Pesquisa da Fundagio Pio X1l - Hospital de Cncer de Bamretos analisou ofs)
seguinte(s) decumento(s) do projeto 10552015, e:

- Aprovou a emenda 3o estudo, submetido em 027042017
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Apos analise dofs) decumento(s) supracitado(s). o Comité faz a seguinte recomendagdo:

{x} O Estudo deve Continuar;

{ } 0 Estudo dever ser Interrompida;
{ ) O Estudo esta Finalizado;
{ ) Solicifa-se Esclarecimenta;

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Docurmento Arquivo Postagem Autor Situagso
Informacoes Basicas| FE_HFORMACDOES_BASICAS 307247 TET4Z0T7 HAceilo
do Projeto _E1.pdf 16:36:19
Chrtros Emeanda_revizada. pdf 02042017 [Flavio Mavignier Aceito
16:35:18 | Carcano

Frojeto Detalhade 7 [FROJETC_CEF_Emenda_Abrl_2017.p| 02042017 [Flavio Mawignier Aceito

Brochurs df 16:34:33 | Carcano

Investigadar

Churtros Relatorio_material_patologia.pdf 0512018 [Flavio Mavignier Aceilo
20:50:08  [Carcano

Chrtros Corresponsabilidade_alunos. pdf 0:3/12/2015 | Bruna Aline Rogue Aceito
17:65:28 | Alwes

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 0222015 [Flavio Mavignier Aceito
17:00:44 | Carcano

Chutros Ciencia_depariamento_pdf 0222015 [Flavio Mavignier Aceito
15:33:67 [Carcano

Qutros Cadastra_MAP.pdf 03122015 [FLAVIO MAVIGHNIER| Aceito
01:17:08  [CARCANO

Dutros MABIN.pdf 0322015 [FLAVIO MAVIGMIER| Aceito
01:18:43 [ CARCANQ

Declaraczo de Responsabilidade pdf 03/1212015 |FLAVIO MAVIGNIER | Aceito

Pesquisadores 01:16:11 | CARCANO

Declaragzo de Fonte_financiamento.pdf 03122015 |FLAVIO MAVIGNIER | Aceito

Pesquisadores 01:15:37 | CARCANO

Declaragao de Corresponsabilidade. pdf 031202015 | FLAVIO MAVIGMIER | Aceito

Pesguisadores 01:15:01 | CARCANO

Sitwagao do Parecer:

Aprovade

MNeceassita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Encareg: Fus Arencr Duars

Balmo: Dir. Pauls Pra
UF: 5F
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