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RESUMO 

Bento GN. Expressão de PD1, PD-L1, PD-L2 e CD8+ em carcinomas 

escamocelulares cutâneos de alto risco em cabeça e pescoço [tese]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 

Objetivos: o carcinoma de células escamosas cutâneo (CEC) é o segundo 
câncer de pele mais comum entre os indivíduos de pele clara e é causado 
pela radiação UV. Os immune checkpoints, como PD-1 (Programmed Death) 
e seus ligantes, PD-L1 e PD-L2, são uma maneira eficaz de reativar a resposta 
imune antitumoral do hospedeiro em muitos tipos de câncer. O objetivo foi 
avaliar a presença do eixo PD-1: PD-L1 / PD-L2 e o infiltrado CD8+ associado 
no CEC de pele de cabeça e pescoço. Métodos: foram identificados 46 
pacientes com CEC de alto risco. A coloração multiplex para PD-1, PD-L1, 
PD-L2 e CD8 foi realizada e as imagens foram capturadas por um microscópio 
de epifluorescência. As positividades PD-1, PD-L1 e PD-L2 foram pontuadas 
com base nos valores de corte determinados como > 1%, > 20% e > 50%. A 
curva ROC foi aplicada para definir o valor de corte estatisticamente mais 
significativo para recorrência e óbito. Resultados: todos os resultados abaixo 
se referem à expressão em > 1% das células. A expressão de PD-1, PD-L1 e 
PD-L2 foi encontrada em 80,4% (37 de 46), 84,8% (39 de 46), 47,8% (22 de 
46) pacientes, respectivamente. PD-1 / PD-L1, PD-1 / PD-L2 e PD-L1 / PD-L2 
colocalizados em 80,4% (37 de 46), 45,7% (21 de 46) e 47,8% (22 de 46) 
pacientes, respectivamente. Todos os pacientes apresentaram infiltração de 
CD8+ em algum grau. Nesse infiltrado, PD-1 / PD-L1, PD-1 / PD-L2 e PD-1 / 
PD-L1 / PD-L2 foram colocalizados em 97,8% (45 de 46), 82,6% (38 de 46) e 
82,6% (38 de 46) pacientes, respectivamente. Conclusão: o eixo PD-1: PD-
L1 / PD-L2 é muito expresso no CEC de pele. Os presentes achados apoiam 
a investigação do bloqueio dessa via nesse tipo de tumor. 

Descritores: CD8+; PD-1; PD-L1; PD-L2; Carcinoma de células escamosas; 

Neoplasias de cabeça e pescoço; Neoplasias cutâneas; Linfócitos de 

interstício tumoral; Microambiente tumoral. 

 

 

 



ABSTRACT 

Bento GN. PD-1, PD-L1, PD-L2 and CD8 expression in advanced head and 
neck cutaneous squamous cell carcinomas [thesis]. São Paulo: “Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo”; 2021. 

Objectives: cutaneous squamous cell carcinoma (cSCC) is the second most 
common skin cancer among caucasians and is caused by UV radiation. 
Blockade of immune checkpoint axes, such as programmed cell death 1 (PD-
1) and its ligands, PD-L1 and PD-L2, is an effective way to reactivate the host 
anti-tumor immune response across many cancer types. Our aim was to 
assess the presence of the PD-1: PD-L1/PD-L2 axis and associated CD8+ 
infiltrate in cSCC of the head and neck. Methods: 46 patients with high-risk 
cSCC were identified. Multiplex staining for PD-1, PD-L1, PD-L2, and CD8 was 
performed and images were captured by an epifluorescence microscope. PD-
1, PD-L1, and PD-L2 positivity were scored based on cutoff values of > 1%, > 
20% and > 50%. ROC curve method was applied to define the most statistically 
significant cutoff value for recurrence and death. Results: all results below 
refer to the expression in > 1% of the cells. PD-1, PD-L1 and PD-L2 expression 
was found in 80.4% (37 of 46), 84.8% (39 of 46), 47.8% (22 of 46) patients, 
respectively. PD-1/PD-L1, PD-1/PD-L2 and PD-L1/PD-L2 co-localized in 
80.4% (37 of 46), 45.7% (21 of 46) and 47.8% (22 of 46) patients, respectively. 
All patients had CD8+ infiltration. In this infiltrated, PD-1/PD-L1, PD-1/PD-L2 
and PD-1/PD-L1/PD-L2 co-localized in 97.8% (45 of 46), 82.6% (38 of 46) and 
82.6% (38 of 46) patients, respectively. Conclusion: the PD-1:PD-L1/PD-L2 
axis is highly activated in cSCC. Our findings support further studies on the 
use of pathway blockade in this tumor type. 

Descriptors: CD8+; PD-1; PD-L1; PD-L2; Carcinoma, squamous cell; Head 

and neck neoplasms; Skin neoplasms; Lymphocytes, tumor-infiltrating; Tumor 

microenvironment. 
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O câncer da pele é a neoplasia maligna mais comum do ser humano, 

com prevalência superior a todas as outras neoplasias malignas somadas. No 

Brasil, corresponde a 30% de todos os casos novos de câncer anualmente. 

Entre os tipos de câncer de pele, o mais frequente é o carcinoma basocelular, 

seguido pelo carcinoma de células escamosas (CEC). Esses dois tipos são 

classificados como tumores de pele não melanoma, e, juntos, têm uma 

estimativa de incidência anual no Brasil de mais de 180.000 casos1. Essas 

neoplasias são doenças malignas originadas de tecido epitelial estratificado 

plano queratinizado, de origem do folheto embrionário denominado 

ectoderma. Sua origem no epitélio se dá na porção mais externa do tecido, 

próxima à camada de queratina2. 

Estima-se que em 2012, quase 10.000 pessoas tenham morrido por 

carcinomas de células escamosas de pele somente nos Estados Unidos da 

América (EUA)3,4. 

Os carcinomas de células escamosas são os segundos tumores de 

pele mais frequentes, com incidência crescendo acima da incidência dos 

carcinomas basocelulares. Esta discrepância entre incidências tem servido 

para diminuir a distância entre eles. Estudos nos EUA mostram taxas de 

incidência já muito semelhantes desde o início dos anos 2000. A 

Organização Mundial de Saúde estima uma incidência anual de dois a três 
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milhões de casos ao ano mundialmente, embora alguns estudos falem em 

até cinco milhões, podendo ter uma incidência anual de até 700.000 somente 

nos EUA5-7. 

Apesar do aumento da incidência, que pode chegar em alguns Estados 

da Austrália e Sul dos EUA a 900 casos por 100.000 habitantes, essa 

tendência é mais importante na população acima de 60 anos e na população 

feminina, permanecendo estável e até diminuindo em populações mais 

jovens, notadamente aquelas abaixo dos 45 anos. Este dado parece estar 

relacionado ao maior engajamento deste grupo na proteção aos raios 

ultravioleta (UV), com utilização de proteção química e mecânica dos mais 

jovens7-9. 

O fator de risco mais importante e comum é a exposição solar, 

especialmente relacionados à exposição aos raios UVB. A presença da 

exposição aos raios ultravioleta tem papel primordial na gênese do tumor, 

tanto na quantidade de tempo de exposição, quanto no número de 

queimaduras solares e sua intensidade, que acontecem geralmente no 

território da face e pescoço. A diminuição da camada de ozônio tem sido 

responsabilizada pelo aumento no número de casos pelo mundo10. O 

bronzeamento artificial é mais um fator que aumenta de forma significativa 

as chances de desenvolvimento de carcinoma de células escamosas, 

chegando a um crescimento estimado na chance de desenvolvimento desta 

neoplasia de até 70%. Pessoas com peles, olhos e cabelos mais claros, ou 

seja, caucasianos, são mais suscetíveis ao desenvolvimento destas 

neoplasias11-14. 
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Outros fatores envolvidos são úlceras crônicas (Doença de Marjolin), e 

síndromes genéticas como albinismo e xeroderma pigmentoso, estas, 

relacionadas à incapacidade de reparo do DNA após dano induzido pela 

radiação ultravioleta. Por fim, fator de risco de grande importância é a 

imunossupressão, desencadeada por doenças como linfoma e leucemia, 

infecção pelo vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) ou imunossupressão 

induzida por drogas em pacientes transplantados, como o FK506 

(Tacrolimus)12-14. 

A história natural da doença mostra aparecimento de lesões pré-

tumorais, como a queratose actínica e a doença de Bowen. Esta, carcinoma 

in situ, quando tratada de forma adequada, pode evitar o aparecimento de 

doença invasiva15,16. 

A apresentação clínica caracteriza-se por lesões muitas vezes 

provenientes de áreas de queratoses prévias, que passam a apresentar um 

caráter nodular, doloroso, elevado e/ou infiltrativo. A lesão passa a ter 

crescimento mais rápido e com episódios de sangramento. Linfonodomegalias 

em topografia de drenagem preferencial do tumor também podem estar 

presentes ao diagnóstico17-19. 

A prevenção primária se faz pelos cuidados com a exposição solar, 

utilizando proteção mecânica com roupas e chapéus, além de proteção 

química, por uso de protetores solares. A proteção secundária se faz por 

diagnóstico precoce das lesões suspeitas para malignidade. Pacientes 

precisam ter toda a pele examinada a fim de encontrar lesões malignas de 

pele sincrônicas, uma vez que há risco aumentado para todos os tipos de 
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neoplasias malignas de pele. O diagnóstico é confirmado por biópsia incisional 

ou excisional, que precisa conter áreas de derme a fim de obter amostra 

suficiente6,18. 

A doença tem como tratamento principal a excisão cirúrgica com 

margens amplas, acompanhadas ou não de ressecção linfonodal. Pode haver 

a necessidade de complementação com radioterapia adjuvante, 

acompanhada de quimioterapia, embora com discutível benefício desta 

última. 

O século XXI trouxe, com os trabalhos liderados por Allison e Honjo, 

um novo paradigma na definição da relação entre o sistema imunológico e as 

neoplasias malignas. Pela primeira vez na literatura, foram descritos 

mecanismos de inibição da atividade linfocitária que visam originalmente 

regular a atividade do sistema imune, e que de forma surpreendente é também 

utilizada por neoplasias malignas, promovendo um desligamento da atividade 

linfocitária dentro daquilo que passa a ser denominado de microambiente 

tumoral. Esse desligamento é feito por interações entre proteínas 

transmembrana que passam a ser então chamados de immune checkpoints, 

expressão em inglês sem tradução adotada para o português, sendo adotada 

nesta tese, assim como o termo imunorreceptor. Esses primeiros 

imunorreceptores foram chamados de citotóxic T-lymphocyte-associated 

antigen 4 (CTLA-4) ou CD152 e de Programmed Death 1 (PD-1) e seus 

ligantes, CD-80, PD-L1 e PD-L220-24. 
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Inúmeros trabalhos na literatura visaram estabelecer a presença dos 

imunorreceptores no microambiente tumoral em múltiplas neoplasias 

malignas, inclusive nos carcinomas escamocelulares, além de tentar 

esclarecer sua relação com fatores prognósticos clássicos, evolução e 

desfecho final. 
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Os objetivos do presente estudo são: 

- Identificar a presença dos marcadores denominados PD-1, PD-L1, 

PD-L2 e CD8+ no microambiente tumoral dos carcinomas de 

células escamosas cutâneos de alto risco em território de cabeça e 

pescoço. 

- Estabelecer os critérios de colocalização dos imunorreceptores. 

- Correlacionar expressão de imunorreceptores, assim como dados 

de risco com a evolução clínica a longo prazo, definidos como 

tempo livre de recidiva e sobrevida global. 
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Os carcinomas de células escamosas são provenientes de células que 

compõem o folículo piloso. Nesta porção do tecido, há células-tronco e células 

progenitoras que darão origem às células bem diferenciadas de acordo com 

a necessidade, e que tendem a permanecer viáveis durante toda a vida do 

indivíduo. Quanto mais tempo uma célula vive, maior a probabilidade de 

adquirir mutações que levarão ao desenvolvimento de neoplasias malignas. 

Desta forma, as células-tronco são consideradas aquelas com maior potencial 

de transformação maligna no corpo humano. Histologicamente, o tumor se 

apresenta com pleomorfismo nuclear e figuras de mitose variáveis, 

dependendo do seu grau de diferenciação, geralmente acompanhados de 

processo inflamatório crônico abundante, com presença de linfócitos T, B e 

células Natural Killers (Figura 1). Do ponto de vista genético, a supressão do 

gene TP53, que em última análise induz à apoptose, é a mutação mais comum 

neste tipo de tumor. Inibidores das quinases dependentes de ciclina (CDKN2A 

e CDKN2B) também estão presentes, assim como os oncogenes KRAS e 

HRAS. Receptores NOTCH 1 a 4, que promovem a diferenciação celular, 

também têm um efeito antitumoral, e estão frequentemente deletados nessas 

neoplasias. O efeito final da radiação, levando à deleção de TP53 e ao 

surgimento de KRAS e HRAS, causa o aparecimento de genes tumorais, AP1, 

NF1 E ETS7,25,26. 
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Figura 1 - Corte histológico de carcinoma epidermoide cutâneo moderadamente 
diferenciado [Fonte: acervo pessoal] 

A avaliação dos pacientes com suspeita da doença deve ser feita por 

meio de exame físico minucioso, com exposição de toda a pele, para detectar 

outros tumores sincrônicos. São observados tamanho, espessura, infiltração 

de estruturas adjacentes, linfonodomegalias locorregionais e exame físico de 

diversos aparelhos e sistemas. Exames de imagem, como tomografia 

computadorizada e ressonância magnética são empregados quando há 

suspeita de doença avançada, como invasão óssea ou invasão perineural, 

respectivamente18,19,27-29. 

Ao diagnóstico, os carcinomas escamocelulares de pele devem sempre 

ter seu risco estratificado. Esta estratificação deve ser feita levando-se em 

consideração grau de diferenciação, subtipos, tamanho, espessura, invasão 

local, disseminação perineural e disseminações linfática e hematogênica. 

Tumores localizados no território de cabeça e pescoço têm pior prognóstico, 



REVISÃO DA LITERATURA - 12 

 

principalmente na área “H” da chamada máscara facial (Figura 2). Descrita na 

década de 1980, engloba áreas anatômicas como orelhas, pálpebras, 

supercílios, nariz, lábio (pele e vermelhão), região pré-auricular e 

retroauricular30,31. Tumores desta região apresentam taxas maiores de 

recidiva com qualquer tamanho, mas principalmente quando o diâmetro for 

superior a 6 mm. Regiões de risco intermediário e baixo risco apresentam 

maiores taxas de recidiva quando apresentam diâmetro superior a 2,0 

cm28,29,32,33. Os subtipos histológicos mais agressivos destas neoplasias são 

os acantolíticos, carcinossarcomas e carcinomas desmoplásicos27,28. 

 

Figura 2 - Ilustração representativa da zona H (maior risco para câncer de pele) em 
segmento cefálico [Fonte: Baxter et al.34] 

A espessura tumoral também influencia prognóstico. A National 

Comprehensive Câncer Network considera a espessura um importante fator 

de pior prognóstico, onde aqueles tumores com menos de 2,0 mm de 

espessura têm virtualmente 0% de chance de metástase. Quando apresentam 
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espessura entre 2,0 mm e 6,0 mm, 4%, enquanto que aqueles com mais de 

6,0 mm de espessura, têm 14% de chance de metástase hematogênica ou 

linfática35. Alguns trabalhos mostram ainda que tumores com mais de 2,0 mm 

de espessura têm maiores chances de recidiva local e que para cada 1,0 mm 

de espessura a mais, o risco de recidiva ou metástase aumenta 

gradualmente2,32. Tumores que chegam ou ultrapassam a derme reticular, 

chegando ou não ao tecido celular subcutâneo (Clark IV e V), também têm 

mais chances de pior evolução17,35. A classificação TNM da American Joint 

Committee em sua 8a edição, considera os tumores com mais de 6,0 mm de 

espessura como de alto risco, (Apêndice A). 

Outro critério de classificação leva em consideração o grau de 

diferenciação da doença. Descrito inicialmente por Broders em (1920) apud 

Lund et al.36. Esta classificação divide os tumores em bem diferenciados, 

moderadamente diferenciados, pouco diferenciados e indiferenciados. O grau 

histológico vem sendo modificado e foi simplificado em bem/moderadamente 

diferenciado e pouco diferenciado, com implicações nas taxas de sobrevida, 

recidiva, tempo livre de doença e metástases locorregionais e à distância 

embora não seja usado na AJCC para definir estadiamento e também não 

seja utilizado na definição terapêutica. A presença de invasão angiolinfática e 

perineural têm também grande importância no risco de recidiva locorregional 

ou à distância, principalmente a última27,28,37-39 (Apêndice B). 

Pacientes com CECs de pele dificilmente cursam com doença 

metastática. Menos de 5% de todos os pacientes com neoplasias de pele no 

território de cabeça e pescoço apresentam metástase linfonodal, geralmente 
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associada a outros fatores de pior prognóstico, como tumores espessos e 

invasão perineural. Quando ocorre a metástase linfonodal, as taxas de 

recidiva podem subir a 35% em algumas séries e a sobrevida global pode cair 

a até mesmo 53%10. A classificação TNM dos linfonodos cervicais feita pela 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) é a mesma utilizada para 

carcinomas escamocelulares de mucosa do território de cabeça e pescoço, 

levando em consideração o tamanho e número de linfonodos acometidos e a 

presença de extensão extranodal3,10,40 (Apêndice B). 

A presença de metástase à distância, por via hematogênica, é ainda 

mais rara, aparecendo em 0,4% dos casos e é classificada como M140. 

Baseados no TNM, a AJCC criou o estadiamento para câncer de pele 

em território de cabeça e pescoço, variando de I a IV (Apêndice C). 

O CEC de pele apresenta altas taxas de cura, ultrapassando 90% dos 

casos. Apesar disso, mais de 20.000 pessoas morrem anualmente da doença 

no mundo, sendo 1.500 só no Brasil1,41,42. 

Há várias formas de tratamento para a doença. Os objetivos do 

tratamento consistem em remoção completa do tumor, manejo da função do 

órgão ou região acometida e resultado estético adequado. Para isso, 

tratamentos menos agressivos têm sido amplamente utilizados. Podem ser 

citadas aqui a eletrocauterização, a curetagem, a radioterapia exclusiva e, 

mais recentemente, a terapia fotodinâmica. Estas modalidades terapêuticas 

são reservadas preferencialmente para tumores de baixo risco, pacientes que 

não desejam cicatriz e para aqueles pacientes com condição clínica 

desfavorável à abordagem cirúrgica. Elas trazem como desvantagem, a 
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ausência de definição das margens e de outros fatores prognósticos. 

Considera-se, portanto, padrão ouro, o tratamento cirúrgico com margens 

adequadas. Sempre que possível, a congelação durante o ato operatório deve 

ser executada. Quando houver margens comprometidas tanto durante 

congelação, quanto tardiamente na análise sob Hematoxilina-eosina, nova 

operação é normalmente requerida. Esta modalidade garante a cura em 

aproximadamente 95% dos casos15,19,27,31. 

As margens ideais dependem dos critérios de risco recidiva da lesão e 

da localização do tumor, variando de 4 mm a 9 mm da borda tumoral. 

Naqueles pacientes com CECs em território de cabeça e pescoço, ou seja, 

usualmente tumores de alto risco, as margens devem ser definidas de acordo 

com o seu diâmetro. Tumores com menos de 1,0 cm de diâmetro devem ter 

margens não menores que 4 mm, para aqueles com diâmetro entre 1 cm e 

1,9 cm, margens não menores que 6 mm e para aqueles com diâmetro maior 

ou igual a 2,0 cm, as margens devem ser idealmente maiores que 8 mm18,43,44. 

O tamanho das margens e ressecção incompleta podem ainda variar 

de acordo com o cirurgião e com o fato de a doença ser ou não uma recidiva. 

Doença recidivada confere pior prognóstico e exige maiores margens de 

segurança, idealmente acima de 9 mm. Existem várias técnicas de 

congelação intraoperatória, desde uma ressecção ampla e com congelação 

da peça em si ou até mesmo de margens em separado, até cirurgia 

micrográfica de Mohs, que oferece uma avaliação mais completa e 

tridimensional das margens, enquanto possibilita a preservação de tecidos 

normais adjacentes18,45. 
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A linfadenectomia cervical está indicada para pacientes com 

acometimento linfonodal enquanto a parotidectomia superficial ou total está 

indicada quando a doença linfonodal encontra-se dentro desta glândula. A 

extensão da linfadenectomia depende da área onde o linfonodo se encontra, 

do tamanho e do número de linfonodos acometidos. Linfadenectomia cervical 

seletiva é normalmente feita para linfonodo único, com linfonodo menor que 

3,0 cm de diâmetro e que se encontra na primeira estação de drenagem do 

tumor. Para linfonodos em localização incomum, com extensão extranodal ou 

linfonodos múltiplos, a abordagem mais amplamente utilizada é 

linfadenectomia cervical radical modificada. Quando localizadas em território 

de cabeça e pescoço, tumores volumosos e com metástases podem exigir 

ressecções e reconstruções complexas e com grandes sequelas funcionais e 

estéticas10,46,47 (Figura 3). 

 

Figura 3 - Apresentação clínica de CEC avançado de pele. Fotografias autorizadas para 
fins acadêmicos [Fonte: acervo pessoal] 

A adjuvância é geralmente condicionada aos pacientes com alto risco 

para recidiva, e a modalidade de escolha é a radioterapia10,48. 
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A radioterapia adjuvante está reservada para pacientes com tumores 

com margens comprometidas, incluindo invasão perineural, invasão óssea ou 

de cartilagens e tumores com presença de metástase linfonodal. Pacientes 

submetidos a linfadenectomia cervical e/ou parotidectomia superficial total 

têm indicação de radioterapia adjuvante, havendo comprovação 

anatomopatológica da presença de células tumorais nos linfonodos (N+). O 

uso de quimioterapia, tanto com agentes citotóxicos, como cisplatina, quanto 

com inibidores do receptor de fator de crescimento epitelial, como o 

Cetuximab, parecem não trazer benefícios claros. Os protocolos de 

quimioterapia parecem ter melhores resultados quando utilizados para 

pacientes com doença linfonodal extensa, na presença de extravasamento 

extracapsular e também naqueles com doença metastática à distância13,40,49. 

Modalidades terapêuticas que vêm ganhando força na medicina 

moderna, inclusive no tratamento de neoplasias malignas, são as terapias 

imunológicas. A primeira descrição para o tratamento de neoplasias malignas 

se deu no final do século XIX, quando um cirurgião, Willam Coley inicialmente 

injetou antígenos bacterianos no interior de sarcomas, evidenciado uma 

diminuição no seu volume50. 

O sistema imune apresenta mecanismos de regulação da sua atividade 

a fim de modular a resposta inflamatória e evitar o dano tecidual inevitável na 

resposta imune. Esse balanço é feito por meio um equilíbrio entre sinais 

estimulatórios e inibitórios51. Esse mecanismo é importante no combate às 

infecções, na tolerância ao trauma, no combate a tumores e para evitar 

doenças autoimunes52. Os linfócitos parecem ter um papel mais que relevante 
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na determinação da intensidade da resposta imune, onde o Linfócito T helper 

(CD4+) parece ser o “maestro” na imunologia, e o linfócito T citotóxico (CD8+) 

o grande agente reconhecedor dos peptídeos que formam a maioria dos 

antígenos. A ativação destes linfócitos acontece inicialmente pela 

apresentação de antígenos como um primeiro sinal, feito pelas células 

dendríticas apresentadoras de antígeno (APC), por meio do sistema complexo 

maior de histocompatibilidade (MHC). Depois disso, geralmente faz-se 

necessário um segundo sinal, como aquele oferecido pela interação entre 

CD28, presente nos linfócitos e a família B7, presente nas células dendríticas 

apresentadoras de antígenos, também estimulatório22,50. 

Por outro lado, encontra-se a sinalização negativa, que regula a 

atividade imune. Este mecanismo é importante para evitar resposta imune 

exagerada nos processos infecciosos e tem papel importante até mesmo na 

gravidez23,50,53,54. 

Dois autores receberam o prêmio Nobel de medicina em 2018 por 

descreveram esses mecanismos de sinalização. James P. Allison recebeu o 

prêmio pelo trabalho em que descreveu, em 1996, a presença de uma 

proteína na membrana das células T, que funciona como um sinalizador ou 

imunorreceptor, inibindo a atividade celular, chamado CTLA-4, ou CD152. 

Esta sinalização negativa tem efeito importante na regulação da atividade 

inflamatória, mediando a relação entre células do sistema imune e células 

tumorais. O mecanismo pelo qual esse sinal negativo é dado não está 

completamente esclarecido, mas sabe-se que o CTLA-4 compete com CD28, 

sinalizador positivo expresso na membrana celular quando o antígeno é 
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apresentado por meio do sistema MHC pela célula dendrítica. Esta interação 

é um dos grandes sinalizadores e mediadores da atividade linfocitária. 

Embora o CTLA-4 seja expresso na parede do Linfócito CD8+, o grande efeito 

fisiológico parece acontecer com as células CD4+, diminuindo a atividade do 

Linfócito T helper e aumentando a atividade inibitória do Linfócito T reg 

(expressa fortemente FoxP3). É preciso lembrar que a atividade linfocitária 

pode ser medida de várias formas, desde a proliferação celular e liberação de 

mediadores, como citocinas, até a morte celular programada. O CTLA-4 não 

parece ter um papel na morte celular programada, restando então, 

proliferação e liberação de mediadores. Surgiram, então, estudos com o uso 

de anticorpos que bloqueiam a sinalização negativa, a fim de aumentar 

resposta imune no combate a infecções e tumores. As Figuras 4 e 5 ilustram 

as várias formas de interação dos sinalizadores imunes21,23,24,55,56. 

 

Figura 4 - Representação esquemática das vias de sinalização imune e terapia-alvo 
anti-PD1 [Fonte: Iwai et al.50] 
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Figura 5 - Representação esquemática da interação de sinais entre as APC e Linfócitos 
T [Fonte: Pai et al.54] 

O segundo imunorreceptor mais estudado é o PD-1, da família CD28. 

Apesar do nome, assim como o CTLA-4, ele tem pouca ou nenhuma relação 

com morte celular programada, tendo maior papel no controle da atividade 

celular. Descrito inicialmente em 1992, na Universidade de Kyoto, no Japão, 

também rendeu a Tasuko Honjo, prêmio Nobel de medicina em 2018. O PD-

1 é expresso após ativação do linfócito e tem como função limitar a atividade 

imune. Foi encontrada a presença deste sinalizador em células CD4+, CD8+ e 

linfócitos B da periferia, inclusive no citoplasma de linfócitos T regulatórios 

periféricos, embora seu papel no citoplasma ainda seja incerto21,22,50. 

O PD-1 parece estar mais envolvido nas fases mais tardias da resposta 

imune nos tecidos, longe das regiões de concentração de tecido linfático como 

timo e linfonodos. É uma proteína transmembrana, com peso estimado de 50-
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55 quilodaltons (kDa), com 288 aminoácidos. O DNA responsável pela sua 

transcrição foi ilustrado na Figura 6. Ele apresenta na sua porção extracelular, 

um domínio semelhante aos domínios variáveis dos anticorpos (IgV). Até 33% 

do seu domínio é igual àquele presente na molécula do CTLA-4 e do 

CD2823,57. 

 

Figura 6 - Representação esquemática do DNA responsável pela formação do PD-1 
[Fonte: Ishida et al.22] 

Os domínios de imunoglobulina são estruturas moleculares compostas 

por um número variável de aminoácidos, que varia de 70 até 110, formando 

duas fitas beta pregueadas e antiparalelas e ligadas por pontes dissulfeto. 

Esses domínios juntam-se para formar cadeias pesadas e leves de peptídeos, 

que quando juntos, formam os anticorpos. Os domínios podem ser constantes 

(IgC), intermediários (IgI) ou variáveis (IgV), sendo que os domínios variáveis 

são muito importantes para interação com os antígenos. Esses domínios 

podem ser a base para outras estruturas moleculares no sistema imune, como 

o próprio sistema MHC e outros mediadores da atividade imunológica, como 

o CD28 e CTLA-4. Essas estruturas moleculares semelhantes entre si formam 

as superfamílias Ig e denotam um ancestral imune comum na escala 

evolutiva57. 



REVISÃO DA LITERATURA - 22 

 

Já a porção citoplasmática do PD-1 se apresenta com domínios 

baseados em dois resíduos de tirosina. Um proximal, que consiste num 

imunorreceptor inibitório de estrutura molecular secundária baseada na tirosina 

(ITIM), e outro mais longe da membrana, com estrutura molecular secundária 

de troca (ITSM). Ambas estruturas secundárias deste domínio parecem exercer 

papel fundamental no efeito inibitório do PD-1. A partir do momento que estão 

conectados aos ligantes PD-L1 e PD-L2, há uma sinalização negativa. A porção 

mais distal do domínio promove a desfosforilação, pela ativação da tirosina 

fosfatase SHP-2, de moléculas efetoras como Syk e PI3K nos linfócitos B e 

ZAP70 nos linfócitos T, que em última análise, inibem a proliferação e a 

atividade linfocitária. Exemplo de inibição da atividade é a diminuição na 

produção de citocinas, como o IFN. Naqueles pacientes com linfócitos ativados 

cronicamente (exaustos), há um aumento gradual da expressão de PD-1 na 

parede celular destas células21,22. Antígenos exógenos produzidos 

principalmente por bactérias e macrófagos têm papel importante na diminuição 

da expressão de PD-1 na parede das células dos linfócitos T e B58. Por outro 

lado, a estimulação com autoantígenos parece aumentar a expressão nos 

linfócitos, diminuindo danos autoimunes. Ainda existem interrogações sobre 

todos os mecanismos de ação entre essas sinalizações, sua interação entre as 

diferentes células e seus efeitos por completo. Por exemplo, não se sabe por 

que a presença de sinalizadores de perigo como interleucinas 1 (IL-1) e fator 

de necrose tumoral alpha (TNF) são incapazes de inibir a expressão de PD-

1, enquanto que a interleucinas 4 (IL-4), sinalizadores de resposta antigênica 

autógena diminuem sua expressão21,22,58. 
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O PD-1 se liga a duas moléculas muito semelhantes entre si, PD-L1 

(B7-H1) e PD-L2 (B7-DC). Essas duas moléculas pertencem à superfamília 

B7, que ainda têm B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86). Elas são glicoproteínas 

transmembrana com domínios externos tipo IgC e IgV. Essas glicoproteínas 

compartilham 20% dos aminoácidos dos ligantes do CTLA-4, B7-1, B7-2 e PD-

L1, enquanto o PD-L1 e PD-L2 compartilham 40% dos aminoácidos entre si. 

Quando comparados com roedores, compartilham até 70% dos aminoácidos 

com aqueles presentes na espécie humana, comprovando um papel 

importante na modulação do controle da resposta imune na evolução das 

espécies. Essas moléculas têm uma pequena porção citoplasmática sem 

domínio evidente, o que pressupõe a ausência de transdução de sinais no 

interior das células que as expressam, apesar de alguns estudos 

demonstrarem um sinal estimulatório em células dendríticas, promovendo 

aumento da apresentação de antígenos nas mesmas21,57. 

Apesar de poder se ligar ao CD80 e ao CD86, cujos sinais são 

estimulatórios, o papel final do PD-1 é inibitório. Tanto PD-L1 quanto PD-L2 

estão presentes em células T, B, células dendríticas, macrófagos pulmonares, 

células renais, coração e placenta. Estão ausentes no cérebro. A expressão 

de PD-L2 é predominante nas células apresentadoras de antígenos e algumas 

células tumorais. A interação tridimensional entre essas moléculas é 

demonstrada na Figura 721-23,59. 
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Figura 7 - Ilustração da estrutura tridimensional das moléculas de PD-L1, PD-L2 e sua 
interação com PD-1 [Fonte: Lin et al.60] 

O PD-1 está muito presente nos linfócitos T reg do processo 

inflamatório na periferia dos tumores e reflete um infiltrado tumoral importante 

por células CD4+; quando expresso em CD8+, reflete um estado de anergia ou 

exaustão. A presença de interação PD-1/PD-L1 interfere na proliferação dos 

linfócitos CD8+, assim como na sua atividade citotóxica. Esta interação já foi 

descrita em vários tumores como melanoma maligno, tumores de origem 

pulmonar e carcinomas de células renais21-23,54-56. 

A expressão do PD-L1 pode ser inata, chegando a até 10% dos casos, 

ou adaptativa, envolvendo aspectos epigenéticos e de transcrição, presentes 

tanto nas células tumorais quanto nos infiltrados linfocitários peritumorais. O 

microambiente tumoral pode ainda aumentar a expressão de PD-L1 por meio 

de moléculas como interleucinas e interferon3,22,23,54,59. 
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A presença do PD-L1 ainda pode ser medida de acordo com o 

percentual de células que expressam a molécula, assim como a quantidade 

de expressão na parede delas. A simples expressão dos immune checkpoints, 

assim como sua quantidade, sua concentração e sua relação com o infiltrado 

inflamatório, têm sua relação com prognóstico e repostas aos seus 

bloqueadores a ser esclarecida55,56,58,61-65. 

Baseado no recente sucesso do tratamento com as terapias-alvo, já 

descritos para carcinomas de células escamosas de mucosa em cabeça e 

pescoço, neoplasias de pulmão não-pequenas células, carcinomas de células 

renais e para melanomas malignos, com várias drogas em uso na prática 

clínica diária, com resultados excelentes, inclusive para doença estágios III e 

IV, e muitas outras em estudo, surgiu o interesse em avaliar esta via no 

controle do carcinoma escamocelular de pele de alto risco. Tenta-se ainda, 

estabelecer a presença de células CD8+ e sua relação com a concentração 

de imunorreceptores e sua localização específica dentro do microambiente 

tumoral3,53,66-68. 
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O estudo teve aprovação do Comitê de Ética para Análise em Projetos 

de Pesquisa (CAPPesq, protocolo de pesquisa nº 2.022526), com envio ao 

Comissão Nacional de ética em Pesquisa (CONEP) com registro CAAE número 

55131416.0.0000.0065, e número do parecer número 1.635.269, cuja área 

temática é pesquisa com coordenação originados no Estado de São Paulo em 

cotutela na Universidade de Harvard (Anexo A). Os fundos para execução do 

projeto são originados dos gastos cotidianos de ambas as instituições. 

Foi realizada revisão de prontuários médicos de pacientes atendidos 

por carcinomas de células escamosas em território de cabeça e pescoço, com 

risco aumentado no Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP), no 

serviço de Cirurgia de Cabeça e Pescoço, entre janeiro de 2010 e dezembro 

de 2016. Foram utilizados os seguintes dados: 

- Identificação do paciente: gênero, idade ao diagnóstico e data da 

operação.  

- Características clínicas: topografia do tumor primário. 

- Características anatomopatológicas: tipo histológico, tamanho, 

espessura, invasão angiolinfática, invasão perineural, margens, 

invasão de cartilagem/óssea, metástase linfonodal e metástase 

hematogênica. 

- Desfecho: tempo livre de doença e sobrevida global. 
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Após levantamento dos registros hospitalares, 120 casos foram 

elegíveis. Por problemas administrativos e de identificação cadastral, 46 

pacientes foram inicialmente selecionados a fazerem parte do estudo. O 

departamento de Patologia do ICESP selecionou os blocos de parafina com 

presença de tumor e fez duas lâminas para cada caso, que foram 

posteriormente revisadas pelo médico patologista da instituição norte-

americana. Essas lâminas foram encaminhadas ao Massachusetts General 

Hospital, pertencente à Universidade de Harvard, para análise.  

4.1 Imunofluorescência 

A lâminas foram desparafinadas com xileno por 10 minutos por duas 

vezes e desidratadas no álcool em soluções graduais de etanol. Duas vezes 

em etanol a 100% por 5 minutos, uma vez com etanol 95% por 5 minutos, uma 

vez com etanol 90% por 5 minutos, uma vez com etanol 80% por 5 minutos, 

uma vez com etanol 70% por 5 minutos e finalmente com água destilada por 

duas vezes por 5 minutos. Todas as lâminas foram submetidas a uma 

preparação com solução de alto pH (9,0), induzidas pelo calor de alta pressão 

denominada Envision FLEX target Retrieval solution (DAKO, Gloustrup, 

Dinamarca) a 120º Celsius por 20 minutos e peroxidases endógenas foram 

suprimidas pela incubação em peróxido de hidrogênio a 3% por sete minutos 

de acordo com orientação do fabricante (DAKO, An Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA). Os anticorpos utilizados na imunofluorescência estão 

descritos no Quadro 1. 
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Quadro 1 - Lista de anticorpos utilizados na imunofluorescência 

Anticorpo Doador Empresa Catálogo Clone Concentração 

PDL-1 Coelho Cell Signaling 13864 E1L3N® 1:200 

PDL-2 Coelho Cell Signaling 82723 D7U8C® 1:200 

PD-1 Rato Cell Signaling 43248 EH33® 1:200 

CD8+ Coelho AbCam Ab4055 POLICLONAL 1:200 

Os anticorpos foram diluídos num diluente específico (DAKO, An 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA), incubados numa câmara umidificada 

por um período que variava de uma hora a uma noite num ambiente a 4º 

Celsius dependendo do anticorpo utilizado. Anticorpos secundários originados 

de cabra foram utilizados para se ligarem aos anticorpos primários. A ligação 

antígeno/anticorpo foi visualizada e amplificada pela aplicação do sistema de 

polímero FLEX+ (DAKO, An Agilent Technologies, Santa Clara, CA), que 

permite várias análises numa mesma amostra. O sinal foi amplificado pelos 

Kits de magnificação com tiramida de anticorpos secundários denominados 

AlexaFluor 488 (verde), AlexaFluor 555 (laranja) e AlexaFluor 647 (vermelho), 

Invitrogen, Carlsbad, Califórnia. O sinal foi também magnificado com 

AlexaFluor 750 (bordô) conjugado com anticorpo anti-coelho IgG, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA. Os núcleos foram visualizados pelo reagente 

Prolong Diamond Antifade com 4´,6-diamidino-2-phenylindole (azul-DAPI), 

Invitrogen, Carlsbad, Califórnia. 



MÉTODOS - 30 

 

4.2 Microscopia e Análise 

A imagens de imunofluorescência foram obtidas pelo microscópio de 

epifluorescência Zeiss 20X Axio Imager Z2. As imagens foram capturadas por 

uma objetiva plano-apocromática Zeiss 20x (0,5NA) por meio de um sistema 

de captura de imagens das lâminas chamado TissueFAXS (TissueGnostics, 

GmbH, Viena, Áustria). Este sistema identifica e une as partes de tecido nas 

lâminas, excluindo as partes de artefatos e ausência tecidual. A análise foi 

feita utilizando o software TissueQuest (TissueGnostics, Viena, Áustria), que 

identifica células por meio da coloração por DAPI dos núcleos das células e 

interposição de intensidade destes sinais. Partindo do núcleo, o software 

calcula uma distância específica de 10 m de forma radial por meio do 

citoplasma da célula até o seu limite celular, que são coradas acima de um 

limiar mínimo de intensidade de coloração determinado por bases de 

amostras de controles não específicas, detectando cada canal de 

fluorescência e criando uma máscara para cada padrão. A partir daí procurou-

se a presença de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8+ em cada uma das células 

detectadas nas lâminas. A intensidade da imunofluorescência foi determinada 

para cada célula, baseada na média de pixels presentes em toda superfície 

desta célula utilizando uma escala de cinza de 8-bits. Para determinar a 

positividade da imunofluorescência, limiares mínimos foram determinados a 

partir de amostras controle não específicas para cada canal de análise. 

Números totais de células, intensidade média de sinal do tecido, percentual 

de células positivas para os marcadores em questão, colocalização dos 

marcadores e densidade de células positivas foram obtidos pela plataforma 
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de análise do TissueQuest. Portões foram criados em gráficos de dispersão 

para células duplamente positivas e depois comparadas em todas as 

combinações de marcadores para definição a que grupo pertenciam. O 

computador calcula ainda interposição de sinais nos diferentes espectros de 

cor a fim de diminuir sobreposição dos dados (Gráfico 1). Colocalização se 

define a proximidade dos sinalizadores a uma distância de 10 m, ou seja, o 

raio da célula, fazendo com que esses marcadores pertençam à mesma célula 

ou estejam em íntimo contato. As Figuras 8 a 17 ilustram os resultados de 

imunofluorescência obtidos pelo microscópio, tanto nas suas unidades quanto 

na soma das imunofluorescências. As figuras tentam facilitar o entendimento 

de como o computador captura essas imagens e calcula a colocalização dos 

sinalizadores em questão. 

Gráfico 1 - Intensidade de sinal das cores e suas sobreposições e área 

a ser considerada positiva em metodologia de 

imunofluorescência aplicada em série de carcinomas 

escamoelulares cutâneos operados entre 2010 e 2016 
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Figura 8 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pela coloração DAPI 

 

Figura 9 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PDL-1 e 
DAPI 
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Figura 10 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações CD8+ e 
DAPI 

 

Figura 11 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PDL-2 e 
DAPI 
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Figura 12 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PD-1 e 
DAPI 

 

Figura 13 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PDL-1, 
CD8+, PDL-2, PD-1 e DAPI 
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Figura 14 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PDL-1, 
CD8+, PD-L2, PD-1 e DAPI 

 

Figura 15 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PDL-1, 
CD8+, PD-L2, PD-1 e DAPI 
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Figura 16 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PDL-1, 
CD8+, PDL-2, PD-1 e DAPI 

 

Figura 17 - Fotomicroscopia de caso 17 da série de carcinomas escamocelulares 
cutâneos preparados com imunofluorescência pelas colorações PD-L1, 
CD8+ e PD-L2 
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4.3 Análise Estatística 

Os valores obtidos pelo estudo de cada variável quantitativa foram 

organizados e descritos pela média, mediana e desvio padrão. Para as 

qualitativas, foram utilizadas frequências absolutas e relativas. O método de 

regressão de Cox com cálculos da relevância estatística (p < 0,05), do risco 

relativo (RR) e do respectivo intervalo de confiança de 95% (IC95%) foram 

empregados nesta análise. 

Os valores de corte das variáveis contínuas para óbito e recorrência 

foram determinados por análise de curva receiver operator characteristics 

(ROC), por meio do índice de Youndex. 

Em todas as análises foi utilizado o programa estatístico SPSS® versão 

24.0 (SPSS® Inc; Ilinois, EUA) e em todas as comparações adotou-se nível de 

significância estatística inferior a 5% (p < 0,05). 

 

 

 



 

 

5 RESULTADOS 
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Foram incluídos 46 pacientes com carcinomas de células escamosas 

cutâneos de alto risco em território de cabeça e pescoço. A amostra 

apresentava 35 (76,0%) homens e 11 (24%) mulheres. As idades variaram 

entre 48 e 96 anos com média de 70,39, mediana de 70,00 e desvio padrão 

de 11,69.  

Múltiplas localizações foram encontradas, sendo elas as regiões 

descritas como: cervical (1), lábio (7), orelha (3), frontal (1), couro cabeludo 

(13), temporal (2), pré-auricular (12) e zigomática (7). Todos os pacientes 

apresentaram espessura acima de 2 mm e 26 (59,1%) pacientes 

apresentaram espessura maior ou igual a 10 mm. A espessura máxima 

encontrada foi de 55 mm, com média de espessura de 175 mm, mediana de 

130 e com desvio padrão de 139. Em dois pacientes, não foi possível definir 

espessura total por motivo de invasão óssea. Não foi encontrada significância 

estatística para espessura na tentativa de predizer risco de recidiva (p = 0,330, 

IC95% entre 0,219 e 1,667) ou morte (p = 0,396, IC95% entre 0,208 e 1,862).  

Dezenove (41,3%) pacientes apresentavam invasão perineural, mas 

não houve significância estatística ao se estratificar risco de óbito ou 

recorrência para esta variável (p = 0,261, IC95% entre 0,598 e 11,803). 
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De acordo com a classificação do TNM, obteve-se o resultado exposto 

nas Tabelas 1 e 2. Tumores localmente mais avançados (T3 e T4) foram 

detectados em 43,5% dos casos. 

Tabela 1 - Estadiamento T referente à casuística de pacientes operados 

por CECs cutâneos de cabeça e pescoço entre 2010 e 2016 

Tumor Frequência % 

1 8 17,4 

2 18 39,1 

3 17 37,0 

4 3 6,5 

Total 46 100,0 

Tabela 2 - Estadiamento linfonodal referente à casuística de pacientes 

operados por CECs cutâneos de cabeça e pescoço entre 

2010 e 2016 

Metástase linfonodal (N) Frequência % 

0 37 80,4 

1 4 8,7 

2 5 10,9 

Total 46 100,0 

A presença de metástase linfonodal ocorreu em 9 (19,6%) pacientes, 

enquanto a presença de metástases à distância ocorreu em 2 (4,3%) dos 

pacientes, como demonstra a Tabela 2. 

Dos 46 pacientes, 15 (32,6%) cursaram com recorrência da doença 

enquanto 14 evoluíram para óbito (30,4%) no período. Pacientes foram 

seguidos por um período mínimo de um mês e máximo de 99 meses. A média 

foi de 45,52 meses, a mediana foi 44,50 meses e o desvio padrão de 27,62 

meses. Quando analisados os pacientes que evoluíram com recorrência da 

doença, a média de tempo para o evento foi de 37,91 meses, com mediana 
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de 33 meses e desvio padrão de 28,83 meses. A média de tempo para morte 

foi de 30,07 meses, mediana de 30 meses e desvio padrão de 18,2 meses. 

Ao serem avaliadas as expressões e colocalizações dos 

imunorreceptores (immune checkpoints) nesta análise, os resultados foram 

divididos em duas categorias:  

- Expressão de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8+ e suas colocalizações 

em todo o tecido. 

- Expressão de PD-1, PD-L1 e PD-L2 e suas colocalizações no 

infiltrado inflamatório tumoral habitado por CD8+.  

As expressões individuais dos imunorreceptores (immune checkpoints) 

e suas colocalizações tiveram como pontos de corte adotados os valores 

acima de 1%, 20% e 50% de expressão nas amostras. Nesses pontos de 

referência, assim como no ponto de corte estabelecidos pela curva ROC, que 

define o ponto de maior relevância estatística, calculou-se a significância 

estatística (p), o risco relativo e o intervalo de confiança (IC95%) para óbito e 

recorrência em cada uma das variáveis, tanto no tecido total, quanto no 

ambiente habitado por CD8+. 
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5.1 Expressão de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8+ e suas colocalizações em 

todo o tecido 

Quando analisado o tecido inteiro, identificadas como células marcadas 

pelo DAPI, trinta e sete amostras (80,4%) apresentavam expressão maior que 

1% de PD-1. Somente dois (4,3%) pacientes, apresentavam expressão 

superior a 20% e nenhum apresentou expressão maior do que 50%. Trinta e 

nove (84,8%) pacientes apresentaram expressão de PD-L1 em mais de 1% 

das células, seis (13%) apresentaram expressão maior que 20% e apenas um 

(2,2%) apresentou expressão superior a 50%. Obteve-se 22 (47,8%) 

pacientes com expressão maior ou igual a 1% de PD-L2, dois (4,3%), com 

expressão superior a 20% e nenhum com expressão maior que 50%. Todas 

as amostras apresentaram a expressão de CD8+ e algum grau. Destas, 40 

(87%) amostras mostraram expressão maior que 1%, duas (4,3%) mostraram 

presença de CD8+ em mais de 20% da amostra e nenhuma delas mostrou 

incidência maior que 50%.  

Ao tentar estabelecer um padrão de colocalização de expressão destes 

imunorreceptores, encontramos a presença de PD-1/PD-L1 em mais 1% das 

células em 37 (80,4%) amostras. Em duas (4,3%), esta colocalização 

apareceu em mais de 20% das células e em nenhum paciente, ultrapassou 

50%. Vinte e um pacientes (45,7%) tinham na sua amostra tumoral a presença 

de colocalização entre PD-1/PD-L2 sendo expressa em mais de 1% das 

células. Uma amostra (2,2%) apresentou essa expressão em mais de 20% 

das células e nenhumas delas em mais de 50% das mesmas. Na análise de 

colocalização entre PD-L1/PD-L2, foi encontrada essa presença em 22 
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(47,8%) pacientes quando o número mínimo exigido de expressão era acima 

de 1%. Apenas dois pacientes expressavam colocalização quando acima de 

20% das células eram coradas e nenhum paciente quando acima de 50% 

(Gráfico 2). 

Gráfico 2 - Porcentagem de amostras com expressão dos 

imunorreceptores e suas colocalizações no tecido tumoral 

de carcinomas escamocelulares cutâneos operados entre 

2010 e 2016 
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5.2 Expressão de PD-1, PD-L1 e PD-L2 e suas colocalizações no 

infiltrado inflamatório tumoral habitado por CD8+ 

Ao se analisar o ambiente tumoral das amostras povoadas somente 

pelos linfócitos T citotóxicos (CD8+), foram encontrados dados diferentes. 

Todas as amostras (100%) tinham, em seu subsítio corado pelo CD8+, a 

expressão de PD-1 em pelo menos 1% das células. Trinta e sete (80,4%) 

amostras tinham mais de 20% das células expressando PD-1 e 22 (47,8) 

amostras apresentavam expressão em mais de 50% das células. A interação 

PD-1/PDL-1 neste ambiente acontece em 45 (97,8%) pacientes em mais de 

1% das células das amostras estudas. Em 36 pacientes, essa colocalização 

de expressão aconteceu em mais de 20% das células e em 17 (37%) casos, 

mais de 50% das células apresentavam esta característica. Trinta e oito 

(82,6%) amostras apresentaram colocalização de PD-1/PD-L2 em mais de 1% 

das células. Vinte (43,5%) lâminas apresentam colocalização em mais de 20% 

das células e 10 (21,7%) a apresentaram em mais de 50% das células. Ao 

avaliar a presença simultânea de PD-1/PD-L1/PD-L2 neste microambiente, foi 

encontrada em mais de 1% das células em 38 (82,6%) amostras. Dezenove 

(41,3%) amostras mostraram essa expressão em mais de 20% das células. 

Nove (19,6%) amostras expressam simultaneamente em mais de 50% das 

células (Gráfico 3). 
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Gráfico 3 - Porcentagem de amostras com expressão de PD-1, PD-L1 e 

PD-L2 e suas colocalizações no infiltrado inflamatório 

habitado pelo CD8+ observado em série de carcinomas 

escamocelulares cutâneos operados entre 2010 e 2016 

 

Dos fatores prognósticos clássicos, a variável T4 (p = 0,068; RR = 

6,241; IC95% entre 0,874 e 44,580), foi a que mais mostrou significância 

estatística ao predizer chances de recidiva locorregional. Tanto a classificação 

T4 (p = 0,04; RR = 31,827; IC95% entre 3,009 e 336,588), quanto a presença 

de metástase à distância (p = 0,039; RR = 5,257; IC95% entre 1,087 e 25,428), 

foram as variáveis de maior impacto também para óbito. Esses padrões estão 

demonstrados nas curvas de Kaplan Mayer, representadas nos Gráficos 4 a 

6. As outras variáveis como idade, gênero, espessura, metástase linfonodal e 

invasão perineural não apresentaram relevância estatística na amostra, como 

mostrados nas Tabelas 3 e 4. 
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Gráfico 4 - Curva de Kaplan Meyer: ocorrência de recidiva tumoral de 

acordo com estadiamento T de série de carcinomas 

escamocelulares cutâneos operados entre 2010 e 2016 (p = 

0,068) 

 

Gráfico 5 - Curva de Kaplan Meyer: ocorrência de óbito de acordo com 

estadiamento T de série de carcinomas escamocelulares 

cutâneos operados entre 2010 e 2016 (p = 0,032) 
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Gráfico 6 - Curva de Kaplan Meyer: ocorrência de óbito de acordo com 

o aparecimento de metástase à distância durante 

seguimento de série de carcinomas escamocelulares 

cutâneos operados entre 2010 e 2016 (p = 0,039) 

 

Tabela 3 - Características clinicopatológicas clássicas e relação com 

risco de recidiva dos pacientes tratados com carcinoma 

escamocelular cutâneo entre 2010 e 2016 

Variável Valor P RR 
IC95% 
inferior 

IC95% 
superior 

T1 - - - - 

T2 0,558 1,601 0,332 7,723 

T3 0,926 0,923 0,168 5,054 

T4 0,068 6,241 0,874 44,580 

T (T3/T4) 0,864 0,914 0,325 2,570 

N0 - - - - 

N1 0,711 1,328 0,296 5,944 

N2 0,546 0,534 0,069 4,108 

N (+) 0,853 0,887 0,250 3,146 

M 0,032 5,144 1,146 23,082 

Espessura (> 1,0) 0,330 0,604 0,219 1,667 

Invasão Perineural 0,261 0,519 0,165 1,630 

AGE (> 60) 0,199 2,658 0,958 11,803 

SEX (M) 0,711 1,271 0,358 4,512 
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Tabela 4 - Características clinicopatológicas clássicas e relação com 

risco de óbito dos pacientes tratados com carcinoma 

escamocelular cutâneo entre 2010 e 2016 

Variável Valor P RR 
IC95% 
inferior 

IC95% 
superiror 

T1 - - - - 

T2 0,540 1,957 0,228 16,770 

T3 0,492 2,125 0,248 18,202 

T4 0,004 31,827 3,009 336,588 

T (T3/T4) 0,224 1,929 0,669 5,562 

N0 - - - - 

N1 0,916 0,895 0,116 6,928 

N2 0,583 0,564 0,073 4,352 

N (+) 0,630 0,692 0,155 3,097 

M 0,039 5,257 1,087 25,428 

Espessura (> 1,0) 0,396 0,622 0,208 1,862 

Invasão Perineural 0,583 1,346 0,466 3,888 

Idade (> 60) 0,252 2,409 0,536 10,835 

Sexo (M) 0,634 0,754 0,236 2,412 

Na tentativa de estabelecer uma conexão entre os imunorreceptores e 

desfecho clínico dos pacientes, definidos como recidiva locorregional e morte, 

aplicou-se o método de regressão COX naqueles pontos de corte estabelecidos 

como > 1%, > 20% e > 50%, assim como nos pontos de corte estabelecidos 

pela curva ROC. O melhor ponto de corte foi calculado para todos os immune 

checkpoints e suas colocalizações, tanto na amostra de tecido total, quanto nas 

porções povoadas pelos linfócitos T citotóxicos (CD8+).  

Ao definir chances de recidiva e sobrevida global, não foi encontrado 

valor significativo (< 0,05) para nenhuma das variáveis. Variáveis mais 

promissoras são PD-1 ≥ 5,426% (p = 0,091; RR = 2,444; IC95% entre 0,867 

e 6,893) e a colocalização PD-1/PD-L1 ≥ 3,345% (p = 0,054; RR = 2,892; 

IC95% entre 0,983 e 8,505) para todo o tecido e relacionadas ao risco para 

recidiva, como definidas nas Tabelas 5 e 6, e ilustrados nos Gráficos 7 e 8. 
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Tabela 5 - Risco de recidiva de acordo com expressão de 

imunorreceptores e suas colocalizações no tecido total dos 

pacientes tratados com carcinoma escamocelular cutâneo 

entre 2010 e 2016 

 Valor - P RR 
IC 95% 
inferior 

IC95% 
superior 

%PD-L1 (> 1,0) 0,360 2,580 0,339 19,627 

%PD-L1 (> 20) 0,979 1,020 0,230 4,526 

%PD-L1 (> 50) 0,671 0,048 0,000 61064,531 

%PD-L1(≥ 11,955) R =SG 0,303 1,723 0,612 4,850 

%PD-L2 (> 1,0) 0,865 1,092 0,396 3,016 

%PD-L2 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035 

%PD-L2 (> 50) - - - - 

%PD-L2 (≥ 2,374) R=SG 0,481 1,442 0,521 3,989 

%CD8 (> 1,0) 0,481 2,075 0,273 15,794 

%CD8 (> 20) 0,792 1,314 0,172 10,010 

%CD8 (> 50) - - - - 

%CD8 (≥ 6,973) R 0,238 1,864 0,662 5,246 

%CD8 (≥ 1,927) SG 0,663 1,393 0,314 6,181 

%PD-1 (> 1,0) 0,686 1,360 0,307 6,030 

%PD-1 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035 

%PD-1 (> 50) - - - - 

%PD-1 (≥ 5,426) R 0,091 2,444 0,867 6,893 

%PD-1 (≥ 1,896) SG 0,359 2,007 0,453 8,898 

%PD1 PD-L1 (> 1,0) 0,686 1,360 0,307 6,030 

%PD1 PD-L1 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035 

%PD1 PD-L1 (> 50) - - - - 

%PD1 PD-L1 (≥ 3,345) R 0,054 2,892 0,983 8,505 

%PD1 PD-L1 (≥ 9,080) SG 0,554 1,568 0,353 6,955 

%PD1 PDL2 (> 1,0) 0,687 1,232 0,446 3,402 

%PD1 PDL2 (> 20) 0,651 0,047 0,000 26322,715 

%PD1 PDL2 (≥ 0,035) R 0,228 2,180 0,615 7,736 

%PD1 PDL2 (≥ 2,275) SG 0,377 1,594 0,566 4,491 

%PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,865 1,092 0,396 3,016 

%PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,520 0,045 0,000 572,035 

%PD-L1 PD-L2 (> 50) - - - - 

%PD-L1 PD-L2 (≥0,066) R 0,735 1,196 0,425 3,362 

%PD-L1 PD-L2 (≥ 0,054) SG 0,915 1,058 0,376 2,975 

SG = ponto de corte na curva de ROC para óbito; R = ponto de corte na curva de ROC 
para recorrência. 
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Tabela 6 - Risco de óbito de acordo com expressão de 

imunorreceptores e suas colocalizações no tecido total dos 

pacientes tratados com carcinoma escamocelular cutâneo 

entre 2010 e 2016 

 Valor - P RR 
IC95% 
inferior 

IC95% 
superior 

%PD-L1 (> 1,0) 0,823 0,842 0,187 3,793 

%PD-L1 (> 20) 0,359 1,818 0,506 6,527 

%PD-L1 (> 50) 0,736 0,048 0,000 2281585,345 

%PD-L1 (≥11,955) R =SG 0,128 2,285 0,788 6,626 

%PD-L2 (> 1,0) 0,783 0,862 0,302 2,466 

%PD-L2 (> 20) 0,985 1,020 0,132 7,859 

%PD-L2 (> 50) - - - - 

%PD-L2 (≥ 0,083) R 0,596 0,753 0,264 2,149 

%PD-L2 (≥ 2,374) SG 0,316 1,712 0,598 4,900 

%CD8 (> 1,0) 0,642 1,620 0,212 12,399 

%CD8 (> 20) 0,934 1,090 0,142 8,383 

%CD8 (> 50) - - - - 

%CD8 (≥ 6,973) R 0,460 1,511 0,505 4,520 

%CD8 (≥ 1,927) SG 0,299 2,941 0,384 22,522 

%PD-1 (> 1,0) 0,849 1,157 0,258 5,183 

%PD-1 (> 20) 0,985 1,020 0,132 7,859 

%PD-1 (> 50) - - - - 

%PD-1 (≥ 5,426) R 0,637 1,291 0,447 3,728 

%PD-1 (≥ 1,896) SG 0,431 1,826 0,408 8,167 

%PD1 PD-L1 (> 1,0) 0,849 1,157 0,258 5,183 

%PD1 PD-L1 (> 20) 0,985 1,020 0,132 7,859 

%PD1 PD-L1 (> 50) - - - - 

%PD1 PD-L1 (≥ 3,345) R 0,476 1,465 0,512 4,193 

%PD1 PD-L1 (≥ 9,080) SG 0,199 2,317 0,642 8,358 

%PD1 PDL2 (> 1,0) 0,990 0,993 0,348 2,838 

%PD1 PDL2 (> 20) 0,469 2,125 0,276 16,364 

%PD1 PDL2 (> 50) - - - - 

%PD1 PDL2 (≥ 0,035) R 0,648 1,310 0,410 4,183 

%PD1 PDL2 (≥ 2,275) SG 0,292 1,768 0,612 5,109 

%PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,783 0,862 0,302 2,466 

%PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,985 1,020 0,132 7,859 

%PD-L1 PD-L2 (> 50) - - - - 

%PD-L1 PD-L2 (≥ 0,066) R 0,596 0,753 0,264 2,149 

%PD-L1 PD-L2 (≥ 0,054) SG 0,422 0,650 0,228 1,859 

SG = ponto de corte na curva de ROC para óbito; R = ponto de corte na curva de ROC para 
recorrência. 
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Gráfico 7 - Curva de Kaplan Meyer: expressão de PD-1  5,426% 

(imunofluorescência) em série de carcinomas 

escamocelulares cutâneos operados entre 2010 e 2016 e 

ocorrência de recidiva durante seguimento (p = 0,091) 

 

Gráfico 8 - Curva de Kaplan Meyer: expressão de PD1/PD-L1  3,345% 

(imunofluorescencia) em série de carcinomas 

escamocelulares cutâneos operados entre 2010 e 2016 e 

ocorrência de recidiva durante seguimento (p = 0,054) 
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Ao se avaliar as regiões tumorais povoadas por linfócitos, também não 

foi encontrada relevância estatística na relação com recidiva ou sobrevida 

global. Os resultados mais promissores encontrados na tentativa de relacionar 

expressão dos imunorreceptores e suas colocalizações foram o PD-1 ≥ 

49,32% (p = 0,138; RR = 1,040; IC95% entre 0,365 e 2,967) e a colocalização 

PD-1/PD-L2 ≥ 8,974% (p = 0,138; RR = 2,606; IC95% entre 0,735 e 9,242) 

para definir chances de recidiva. Todos os resultados relacionados às regiões 

habitadas pelos linfócitos citotóxicos estão ilustrados nas Tabelas 7 e 8.  

Tabela 7 - Risco de recidiva de acordo com expressão de 

imunorreceptores e suas colocalizações no infiltrado 

inflamatório habitado por CD8+ dos pacientes tratados com 

carcinoma escamocelular cutâneo entre 2010 e 2016 

 Valor - P RR 
IC95% 
inferior 

IC95% 
superior 

%CD8 PD1(> 1) - - - - 

%CD8 PD-1 (> 20) 0,720 1,313 0,296 5,821 

%CD8 PD-1 (> 50) 0,138 2,253 0,770 6,595 

%CD8 PD-1 (≥ 49,32) R 0,138 2,253 0,770 6,595 

%CD8 PD-1 (≥ 9,890) SG 0,650 1,601 0,210 12,206 

%CD8 PD-1 PD-L1 (> 1,0) 0,651 21,095 0,000 11713225,695 

%CD8 PD-1 PD-L1 (> 20) 0,793 0,844 0,238 2,993 

%CD8 PD-1 PD-L1 (> 50) 0,586 1,326 0,480 3,662 

%CD8 PD-1 PD-L1 (≥ 43,816) R 0,207 1,998 0,682 5,848 

%CD8 PD-1 PD-L1 (≥ 4,134) SG 0,728 0,768 0,173 3,413 

%CD8 PD-1 PD-L2 (> 1,0) 0,340 2,684 0,353 20,421 

%CD8 PD-1 PD-L2 (> 20) 0,935 1,043 0,378 2,880 

%CD8 PD-1 PD-L2 (> 50) 0,776 0,832 0,235 2,953 

%CD8 PD-1 PD-L2 (≥ 8,974) R 0,138 2,606 0,735 9,242 

%CD8 PD-1 PD-L2 (≥ 0,137) SG 0,453 2,174 0,286 16,554 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,340 2,684 0,353 20,421 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,697 0,814 0,289 2,291 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 50) 0,966 0,973 0,274 3,452 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (≥ 9,271) R 0,298 1,838 0,584 5,781 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (≥ 0,125) SG 0,340 2,684 0,353 20,421 

SG = ponto de corte na curva de ROC para óbito; R = ponto de corte na curva de ROC para 
recorrência. 
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Tabela 8 - Risco de óbito de acordo com expressão de 

imunorreceptores e suas colocalizações no infiltrado 

inflamatório habitado por CD8+ dos pacientes tratados com 

carcinoma escamocelular cutâneo entre 2010 e 2016 

 Valor - P RR 
IC95% 
inferior 

IC95% 
superior 

%CD8 PD-1 (> 1,0) - - - - 

%CD8 PD-1 (> 20) 0,862 1,143 0,255 5,120 

%CD8 PD-1 (> 50) 0,941 1,040 0,365 2,967 

%CD8 PD-1 (≥ 49,32) 0,941 1,040 0,365 2,967 

%CD8 PD-1 (≥ 9,890) 0,369 24,690 0,023 27029,295 

%CD8 PD-1 PD-L1 (> 1,0) 0,636 21,323 0,000 6890691,558 

%CD8 PD-1 PD-L1 (> 20) 0,648 0,742 0,206 2,673 

%CD8 PD-1 PD-L1 (> 50) 0,761 0,844 0,282 2,523 

%CD8 PD-1 PD-L1 (≥ 43,816) 0,850 0,904 0,317 2,580 

%CD8 PD-1 PD-L1 (≥ 4,134) 0,525 1,935 0,253 14,809 

%CD8 PD-1 PD-L2 (> 1,0) 0,402 2,387 0,312 18,275 

%CD8 PD-1 PD-L2 (> 20) 0,787 1,155 0,405 3,300 

%CD8 PD-1 PD-L2 (> 50) 0,770 0,826 0,229 2,978 

%CD8 PD-1 PD-L2 (≥ 8,974) 0,946 1,038 0,347 3,102 

%CD8 PD-1 PD-L2 (≥ 0,137) 0,346 25,131 0,031 20541,831 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 1,0) 0,402 2,387 0,312 18,275 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 20) 0,840 0,897 0,310 2,590 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (> 50) 0,907 0,926 0,256 3,355 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (≥ 9,271) 0,676 0,797 0,276 2,304 

%CD8 PD-1 PD-L1 PD-L2 (≥ 0,125) 0,402 2,387 0,312 18,275 

SG = ponto de corte na curva de ROC para óbito; R = ponto de corte na curva de ROC para 
recorrência. 
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Foi demonstrada que a expressão de imunorreceptores nos 

carcinomas de células escamosas de pele é alta, especialmente dentro do 

microambiente inflamatório tumoral. Até onde se sabe, este é o primeiro 

trabalho a quantificar a expressão de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8+, e a estudar 

suas interações. As agências sanitárias dos EUA e do Brasil aprovaram 

recentemente o uso do anti-PD-1, Cemiplimab, para CECs de pele avançados 

considerados irressecáveis ou metastáticos3,69. No entanto, o papel da 

interação entre o sistema imunológico e esses tumores ainda não foi 

totalmente elucidado.  

A partir da descoberta dos receptores imunológicos conhecidos como 

immune checkpoints em 1992 por Honjo et al.22, iniciou-se uma nova era no 

entendimento da interação entre sistema imunológico e as neoplasias 

malignas. Seu efeito como um regulador autoimune só conseguiu ser 

demonstrado em 1999 pelo mesmo grupo70. Ao mesmo tempo, a atividade do 

PD-1 na gênese de doenças autoimunes em laboratório foi rapidamente 

estabelecida por experimentos em animais. A deficiência de expressão de PD-

1 pode levar a quadros semelhantes ao Lúpus, a glomerulonefrites, a 

miocardites e até mesmo ao diabetes mellitus do tipo I em ratos. Começaram, 

então, os estudos na tentativa de encontrar os ligantes do PD-1 e seus 

mecanismos de funcionamento. Em 2000 e em 2001, foram descritos pelos 



DISCUSSÃO - 56 

 

grupos da Clínica Mayo e por um grupo de genética de Cambridge, 

Massachusetts, os ligantes chamados PD-L1 (B7-H1) e PD-L2 (B7-DC)21. 

Essas glicoproteínas foram relacionadas a uma conexão com PD-1, 

inativando a atividade linfocitária. Algumas células neoplásicas têm a 

capacidade de expressar na parede das suas células esses 

sinalizadores21,22,61,65. 

É preciso lembrar que o PD-1 é expresso numa variedade grande de 

células, dentre elas os linfócitos T, CD4+ (helper) e CD8+ (citotóxico). Sua 

expressão pode ser induzida por interleucinas de cadeia  em comum, como 

as IL-2, IL-7, IL-15 e IL-21, que são liberadas no microambiente inflamatório. 

A partir do momento em que o linfócito T é ativado, estes mecanismos de 

mediação da atividade imune estimulam a expressão do PD-1, com finalidade 

de limitar a atividade inflamatória. Essa expressão é feita principalmente por 

meio de alguns fatores de transcrição, cujo mais importante é o NFATc1. As 

proteínas de transcrição são aquelas que se ligam ao DNA da célula, no gene 

promotor, ativando a RNA polimerase, promovendo a transcrição deste 

gene61. 

Já os PD-L1 e PD-L2, estão expressos em várias células do sistema 

hematopoiético ou não. O PD-L1 se expressa em células dendríticas, 

linfócitos, macrófagos, células dos ossos, pâncreas, baço, fígado, olhos, 

vasos, placenta, dentre outros. O PD-L2 está expresso em células dendríticas 

apresentadoras de antígenos, macrófagos, linfócitos e células da medula 

óssea. PD-L1 é mais expresso no córtex do Timo, enquanto o PD-L2 é mais 

expresso na sua medula. Interleucinas com cadeia  em comum como IL-2, 
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IL-7, IL-15 e IL21, assim como IL-4, IL-10 e IFN- estimulam sua expressão. 

Dentro dos linfócitos, a sinalização do PD-1 inibe a atividade do CD28 e da 

apresentação de antígeno, sinais positivos que tiram o linfócito da fase G0 e 

estimulam sua progressão para fase G1 da divisão celular, inibindo a 

proliferação celular, mas também diminuindo a atividade do linfócito em 

questão. Ao falarmos da atividade do linfócito T CD8+, há uma diminuição da 

sua atividade citotóxica e liberação de interleucinas54-56,61. 

Fica claro no presente estudo que houve uma detecção importante de 

CD8+ e de todos os imunorreceptores. A relação entre eles parece ser muito 

próxima e notadamente presente no ambiente inflamatório habitado por CD8+. 

Aparentemente, a expressão de PD-L1 é mais abundante do que a de 

PD-L2, e a presença deste está relacionada com a presença do primeiro, tanto 

no tecido como um todo, quanto somente naquelas áreas teciduais habitadas 

pelo CD8+. Nota-se, ainda, uma rica relação dos imunorreceptores da família 

B7, PD-L1 e PD-L2, com a presença de PD-1.  

Foi observada, também, a presença do linfócito T citotóxico no tecido 

em 100% dos pacientes em algum grau, juntamente com a expressão do PD-

1, confirmando a característica inflamatória deste tipo de neoplasia maligna e 

definido um padrão de regulação da atividade inflamatória. 

O presente estudo confirmou os últimos relatos disponíveis na literatura 

que serão discutidos a seguir, ou seja, que PD-1 e PD-L1 parecem ter um 

papel na evolução das neoplasias malignas de pele em território de cabeça e 

pescoço, embora não fosse possível obter significância estatística, 

possivelmente pelo tamanho da casuística. 
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As suspeitas de que havia algum mecanismo de bloqueio por parte das 

células tumorais em relação ao sistema imune foram comprovadas no início 

do século XXI. Em 2002, surgiram os primeiros trabalhos descrevendo 

sucesso da atividade antitumoral ao se bloquear o PD-1 em ratos70. A partir 

de 2006, apareceram os primeiros bloqueadores desta sinalização 

inibitória50,61. Nasceu a nova era do tratamento para neoplasias malignas na 

história da humanidade, que passou pelo século dos cirurgiões em meados 

do século XIX, atravessando o século XX por meio do advento da radioterapia 

e das drogas citotóxicas, entrando agora, então, na era dos anticorpos 

bloqueadores dos immune checkpoints neste século. 

Nos últimos anos, as terapias-alvo que visam intervir na relação câncer-

sistema imune têm ganhado força. Estudos clínicos e de laboratório ganharam 

importância na projeção de melhores desfechos em pacientes com vários 

tipos de neoplasias malignas por meio do bloqueio dos vários 

imunorreceptores. 

Muitos tumores sólidos têm expressão aumentada de PDL-1. Esta 

expressão está associada à superexpressão de linfócitos citotóxicos exaustos 

dentro do microambiente tumoral e, portanto, a uma menor resposta imune no 

combate a estas neoplasias malignas. Alguns tumores podem já expressar 

PD-L1 de forma inata como uma forma de resistência, outros podem 

necessitar uma cadeia inflamatória para serem ativados e então passarem a 

expressar esses ligantes. Novos estudos têm mostrado a presença de PD-L2 

em algumas células B, inclusive na Doença de Hodgkin, mas o papel do PD-

L2 na interação tumor e hospedeiro não é totalmente compreendida. Algumas 
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drogas bloqueadoras de PD-1 influenciaram a sobrevida global e o controle 

da doença tumoral, mesmo sem expressão demonstrável de PD-L1. A 

resposta poderia estar na expressão de PD-L2 (B7-DC), também ligante de 

PD-123,55, 56. 

As expressões de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CD8+ têm sido avaliadas, 

não só na amostra tumoral (biópsia ou peça cirúrgica), mas também nas 

células do sangue periférico. O percentual de presença desses marcadores 

e também sua localização no microambiente tumoral podem não somente 

predizer resposta aos agentes bloqueadores, como também estabelecer 

prognóstico e predisposição a algumas características clínicas como 

crescimento locorregional, metástases linfonodais, e metástase à distância. 

No entanto, os resultados dos trabalhos que tentaram correlacionar as 

expressões do imunorreceptores com a evolução e prognóstico ainda são 

conflitantes53-56,61,71-73. 

Mesmo em tumores onde o uso de drogas que bloqueiam a interação 

entre imunorreceptores já está em uso clínico há mais tempo e com resultados 

mais bem estabelecidos, como melanoma maligno e neoplasias de pulmão 

não-pequenas células, o grau e localização da expressão dos 

imunorreceptores, a presença de infiltrado inflamatório tumoral, e suas 

relações, ainda falham em predizer comportamento clínico e grau de resposta 

aos bloqueadores na sua totalidade. Vários trabalhos já com casuísticas 

grandes, agrupando pacientes segundo subtipo tumoral, ou simplesmente 

pelo fato de serem sólidos, tentaram estabelecer relações prognósticas. 

Exemplo é uma metanálise com mais de 3200 pacientes que foram avaliados 
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segundo a presença de expressão de PD-L2 em tumores sólidos de vários 

tipos e de várias origens embriológicas23. Embora não tenha havido relação 

com características clinicopatológicas como espessura, invasão perineural, 

invasão vascular, metástase linfonodal ou à distância, grau de diferenciação, 

sexo ou idade, pareceu haver relação entre expressão de PD-L2 e sobrevida 

global e também com sobrevida livre de doença3,23,51,54-56,59,62,63,68,72,74-76. 

Na abordagem dos carcinomas escamocelulares de território de 

cabeça e pescoço, há como nos CECs de pele, abundante infiltrado 

inflamatório, notadamente CD8+, assim como a presença de PD-1 e PD-L1, 

principalmente nos tumores originados pelo HPV16. Por isso, há interesse no 

entendimento do mecanismo de mediação imune em resposta à presença 

tumoral. Tem-se tentado quantificar as expressões desses imunorreceptores, 

assim como estabelecer uma relação entre eles e os tipos de células 

inflamatórias presentes no microambiente tumoral. Uma outra grande 

metanálise mostrou, como valor de referência mais analisado, a expressão de 

PD-L1 acima de 5% e uma média de positividade de 42% das amostras54,63,64. 

A expressão de PD-L1 foi obtida tanto das células tumorais quanto do infiltrado 

linfocitário, muitas vezes em ambos, dependendo do estudo em questão. A 

expressão de PD-L1 e a densidade de CD8+ nesta metanálise não influíram 

na sobrevida global e nas taxas de recidiva para os tumores de território de 

cabeça e pescoço. Os autores sugeriram a discriminação dos tumores entre 

aqueles com infiltrado linfocitário com CD8+ presente e aqueles com CD8+ 

ausente. O primeiro grupo teria uma evolução mais favorável, expressando ou 

não PD-1 e PD-L1. A ausência da expressão desses sinalizadores com melhor 
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prognóstico leva-nos a pensar em uma segunda rota de interação imune. O 

segundo grupo, com CD8+ escassos no microambiente teria pior prognóstico, 

podendo ser ainda pior com expressão intrínseca de PD-L1. A agência de 

regulamentação de drogas no EUA, autorizou o uso de bloqueadores anti-PD-

1 em pacientes com carcinomas de células escamosas de mucosa de território 

de cabeça e pescoço com expressão de PD-L1 e falha no tratamento clínico 

de primeira linha53-56,63,64,77-79. 

Até o momento, há poucos estudos que avaliaram a relevância da 

presença de PD-L1 e PD-L2 em pacientes com carcinomas escamocelulares 

de pele de alto risco, não só em território de cabeça e pescoço, mas em 

qualquer topografia. Não foi encontrado (até o momento) qualquer artigo 

tentando detectar a presença de PD-L1, PD-L2, PD-1 e CD8+ e sua 

localização simultânea em pacientes com estes tumores. 

Um trabalho encontrou a presença de PD-1 e PD-L2 no microambiente 

tumoral de 38 casos, com maior expressão notadamente em pacientes com 

tumores invasivos e naqueles com invasão perineural. Este mesmo trabalho 

mostrou resposta completa com uso de anti-PD-1 em um paciente cuja lesão 

apresentava invasão óssea (T4), e estava em seguimento sem indícios de 

recidiva após 11 meses de tratamento4. 

Um outro estudo desenvolvido na Austrália, com 74 pacientes, 

encontrou expressão de PD-L1 em mais de 1% das células em 52,7% das 

amostras, sendo que se obteve expressão de PD-L1 em mais de 5% em 

39,2% dos pacientes. Setenta e sete por cento das amostras tinham infiltrado 

linfocitário presente. Destes, 93% expressavam PD-L1, e em 70,2%, a 
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expressão acontecia em mais de 5% dessas células. Este estudo encontrou 

melhor prognóstico naqueles que expressavam PD-L174. Este achado pode 

ser explicado ao se associar a expressão deste sinalizador com um fenótipo 

inflamatório, muito comum nos CECs de pele, inclusive na nossa amostra, que 

continha linfócitos CD8+ em todos os casos. Apesar das expressões de PD-

L1 e PD-1 já terem sido relacionadas com uma evolução desfavorável, 

também há trabalhos na literatura mostrando um desfecho melhor, como nos 

tumores de Merkel, mama e até mesmo em carcinomas de células escamosas 

de mucosa de cabeça e pescoço63,64,74.  

García-Pedrero et al.72 estudaram a expressão de PD-L1 nas células 

dos tumores com carcinoma escamocelular de pele avançados, encontrando 

sua presença em 41% dos pacientes estudados, e uma relação entre a 

expressão de PD-L1 e chance de metástase linfonodal quando essa 

expressão se encontra em mais de 25% das células do microambiente 

tumoral.  

Schaper et al.80 aplicaram um ponto de corte de ≥ 1% para expressão 

de PD-L1. Dos 75 pacientes, 26% foram positivos no tumor e 60% nos 

infiltrado inflamatório linfocitário (TILs). Utilizando um ponto de corte ≥ 5%, 

10% dos tumores e 43% dos TILs foram positivos para PD‐L1. A gravidade da 

inflamação (classificada como ausente, leve, moderada e grave) foi 

correlacionada positivamente com a expressão de PD‐L1 no tumor e nos TILs. 

Além disso, a expressão de PD‐L1 nas células tumorais foi associada à 

presença de células CD8+ no microambiente. Outros parâmetros 

clinicopatológicos, incluindo sexo, idade, tamanho do tumor, classificação do 
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tumor ou o risco de desenvolver metástases, não se correlacionaram com a 

expressão de PD‐L1 no tumor primário. Este padrão alto de expressão de PD-

L1 em áreas expostas à radiação UV é muito semelhante ao encontrado no 

presente estudo.  

Um outro estudo recente de fase 2, com 78 pacientes utilizou a 

expressão de PD-L1 com faixas de expressão nas células tumorais divididas 

em menor que 1%, maior ou igual a 1%, entre 1 e 5%, maior ou igual a 5%, 

entre 5% e 50% e maior ou igual a 50%, não conseguiu estabelecer uma faixa 

de expressão deste imunorreceptor capaz de predizer resposta a uma droga 

anti-PD-1. 

As diferentes técnicas de avaliar a expressão de PD-1, PD-L1 e PD-L2, 

seja pela localização da expressão desses sinalizadores (parede celular ou 

citoplasma), da forma de leitura (manual ou automática) e até mesmo por 

diferentes técnicas de imunofluorescência, trazem diferentes resultados na 

literatura e provocam dificuldades em estabelecer a presença da expressão, 

o grau de expressão e sua relação com prognóstico, desfecho e resposta às 

novas drogas. O próprio ponto de corte para definir positividade varia 

bastante, tanto para PD-1, quanto para PD-L1 e PD-L2, utilizando desde 

qualquer positividade, passando por valores que variam por 1%, 5%, 10%, 

15%, 20%, 25% ou até mesmo 50%35,55,56,61,68,71-73,75,81-83. 

Na tentativa de entender a interação entre as neoplasias malignas e os 

linfócitos do microambiente tumoral, Howitt et al.84 estudaram a expressão de 

antígenos pelas células tumorais de neoplasias de endométrio. 

Aparentemente, o número de antígenos reconhecidos pelo sistema imune 
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estava diretamente relacionado com a presença de linfócitos CD3+ e CD8+ no 

microambiente tumoral, assim como a expressão de PD-1 e PD-L1 neste 

mesmo ambiente, podendo ainda predizer a resposta aos bloqueadores de 

PD-1 e PD-L1.  

Ainda falta muito para se compreender as rotas de interação entre o 

sistema imune e as neoplasias malignas. A expressão desses 

imunorreceptores na tentativa de predizer desfecho ainda é inconclusiva, mas 

sua importância parece muito bem estabelecida, inclusive nas neoplasias de 

pele. No presente estudo, contribuiu-se para oferecer mais subsídios para 

estudos clínicos mais amplos com drogas bloqueadoras desta relação entre o 

sistema imune e as neoplasias malignas, principalmente naqueles pacientes 

onde os todos os tratamentos disponíveis falharam. 

Mais estudos são necessários na tentativa de estabelecer uma relação 

entre esses sinalizadores e o desfecho dos pacientes, mas parece 

inquestionável que esse mecanismo de sinalização está presente nos 

carcinomas de células escamosas de pele de alto risco em território de cabeça 

e pescoço. 
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Foi encontrada a presença de abundante inflamação junto às 

neoplasias avançadas de pele, com ampla expressão de CD8+ em todas as 

amostras e sempre acompanhadas pela expressão de PD-1. 

A presença simultânea de PD-L1 e PD-L2 foi também abundante. 

Parece clara a relação destes imunorreceptores junto à presença de PD-1. 

Não foi possível estabelecer uma relação entre expressão de 

imunorreceptores e/ou suas colocalizações e os desfechos clínicos definidos 

como recidiva ou sobrevida global.  
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Anexo A - Parecer da Comissão Nacional de ética em Pesquisa 
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Apêndice A - Tumor segundo a American Joint Committee on Cancer 

 

TX PRIMÁRIO NÃO PODE SER ACESSADO. 

TIS Carcinoma in situ. 

T1 Tumor menor do que 2,0cm no maior eixo. 

T2 Tumor igual ou maior que 2,0cm e menor que 4,0cm. 

T3 
Tumor maior que 4,0cm, ou invasão perineural ou invasão óssea 
mínima ou invasão com mais de 6mm de espessura/ultrapassa derme. 

T4 Invasão óssea ou de base de crânio. 

T4A Tumor invade grosseiramente o osso. 

T4B Tumor invade a base de crânio ou foramens. 

American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging Classification for Cutaneous 

Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cSCC). 8th ed. Berlin: Springer; 2017. 

 



APÊNDICES - 91 

 

Apêndice B - Linfonodos regionais segundo a American Joint 

Committee on Cancer 

 

NX LINFONODOS REGIONAIS NÃO PODEM SER ACESSADOS. 

N0 Ausência de linfonodos. 

N1 Linfonodo menor ou igual a 3,0cm no maior eixo. 

N2A 
Linfonodo ipsilateral maior que 3,0cm e menor/igual a 6,0cm ou 
menor/igual a 3,0cm com EEC. 

N2B Linfonodos múltiplos ipsilaterais de até 6,0 sem EEC. 

N2C Metástases bilaterais ou contralaterais de até 6,0cm sem EEC. 

N3A Metástase em linfonodo maior que 6,0cm, Ausência de EEC. 

N3B 
Metástase em múltiplos linfonodos com EEC ou linfonodo único maior 
que 6,0cm com EEC ou linfonodo contralateral EEC 

American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging Classification for Cutaneous 

Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cSCC). 8th ed. Berlin: Springer; 2017. 
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Apêndice C - Estadiamento segundo a American Joint Committee on 

Cancer 

 

E0 TISN0M0. 

EI T1N0M0. 

EII T2N0M0. 

EIII T2N1M0, T3N0M0, T2N1M0, T3N1M0. 

EIV 
T3N1M0, T4N1M0, T3N2M0, QUALQUER T, N3, QUALQUER M, 
T4, QUALQUER N, QUALQUER M, QUALQUER T, QUALQUER 
N, M1. 

American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging Classification for Cutaneous 

Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cSCC). 8th ed. Berlin: Springer; 2017. 

 


