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RESUMO 

 

Introdução: O câncer de bexiga (CB) ocupa a nona posição de neoplasia maligna mais 

comum no mundo, sendo mais incidente no sexo masculino. Considerando a importância do 

diagnostico personalizado, especifico para o tratamento do CB, é primordial avaliar 

correlações do comportamento do infiltrado imunológico e a presença dos biomarcadores 

prognósticos e preditivos. O uso da patologia digital no diagnóstico do CB é importante 

devido à utilização de ferramentas digitais que permitem uma análise mais minuciosa, 

melhorando a qualidade e eficiência no diagnóstico. O crescimento da patologia digital e 

imagens de lâminas inteiras criaram a oportunidade de extrair mais informações de amostras 

histológicas por meio de análise de imagens. Objetivo: Avaliar a imunoexpressão dos 

marcadores GSK3-β e PD-L1 em carcinoma urotelial, e do infiltrado linfocítico CD8-

positivo, correlacionando com o grau tumoral e com a sobrevida global. Metodologia: estudo 

observacional, transversal e retrospectivo, onde foram incluídos 140 casos consecutivos de 

um serviço de referência. Após confirmação da análise histológica, as amostras foram 

destinadas a construção do Tissue Microarray (TMA) e submetidas a reação de imuno-

histoquímica com os marcadores GSK-3β (clone 27C10), CD8 (m7103) e PDL-1 (22c3) na 

formatação manual e/ou automatizada das plataformas Roche e Dako. As marcações foram 

avaliadas por dois patologistas de forma cega, e pelo software de código aberto denominado 

Qupath®. Os parâmetros de análises para CD8 foram a presença de células positivas por mm²; 

GSK3 foi avaliada a intensidade e a porcentagem de marcação para cálculo do H-score e PD-

L1 foi utilizado análise do escore de proporção tumoral (TPS) 0-100. Resultados: As 140 

amostras foram oriundas de ressecção transuretral ou de cistectomia total (88%), sendo mais 

predominante o sexo masculino (77,9%), onde a maioria possuía pelo menos 70 anos (66,4%). 

O perfil de imunoexpressão de GSK-3β (91%) foi predominante na maioria das amostras.  

PD-L1 foi positivo em 62,9% dos casos, e as células CD8-positivas tiveram a densidade de 0 

a 538 células/mm². Os dados mostraram correlações significativas entre GSK-3β e PD-L1 

(p=0,033) e CD8 e PD-L1 (p<0,002). O uso do software de patologia digital mostrou forte 

correlação com o grau tumoral feita pelo patologista e pelo Qupath (Kappa concordância de 

0,73) e parâmetro de correlação de interclasse (CCI) de 0,851. A positividade de PD-L1 teve 

o risco de 5,81 vezes de recorrência e tumores de alto grau aumentou o risco de recorrência. 

Conclusão: Esses dados inferem que apesar da heterogeneidade tumoral e do microambiente, 

a expressão dos biomarcadores GSK-3β, PD-L1 e CD8, mostraram ser promissores frente a 

abordagem terapêutica do câncer urotelial quando avaliado a presença do infiltrado 



 

  

imunológico (CD8) e a imunoexpressão dos marcadores GSK-3β e PD-L1. O uso do QuPath 

como ferramenta automatizada de escore pode ser empregada como validação de análise e 

leitura dos biomarcadores PD-L1 e CD8. 

Palavras chave: Neoplasia da Bexiga Urinária, Bloqueadores de Checkpoint imunológico e 

Imunoterapia.
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ABSTRACT 

 

 

Introduction: Bladder cancer is the ninth most common neoplasm in the world, being 

malignant more frequent in males. Considering the importance of personalized 

diagnosis and treatment for bladder cancer, it may be relevant to evaluate correlations 

between the clinical behavior with the immune infiltrates and other predictive  

biomarkers. The use of digital pathology in the diagnosis of BC is important due to the 

use of digital tools that allow a more detailed analysis, improving the quality and 

efficiency of the diagnosis. The growth of digital pathology and whole slide imaging 

have created the opportunity to extract more information from histological samples 

through image analysis Objective: To evaluate the immunoexpression of markers 

GSK3-β, PD-L1 and CD8 positive cell density in urothelial carcinoma correlating with 

tumor grade and overall survival. Methodology: This is a retrospective, cross-sectional, 

observational study. 140 consecutive cases from a referral service were included. After 

confirmation of the histological diagnosis, the samples were used in the construction of 

the Tissue Microarray (TMA) and submitted to immunohistochemistry reactions with 

the markers GSK-3β (clone 27C10), CD8 (m7103) and PDL-1 (22c3) in the manual 

and/or automated use of the Roche and Dako platforms. The expression were evaluated 

by two pathologists blindly, and by the open source software called Qupath®. The 

analysis parameters for CD8 were the presence of positive cells per mm²; GSK3 was 

evaluated for intensity and percentage of staining to calculate the H-score and PD-L1 

was used for analysis of the tumor proportion score (TPS) 0-100. Results: Of 140 

samples from the of transurethral resection or total cystectomies (88%), the male sex 

was predominant (77.9%), patients were older 70 years (66.4%). Immunoexpression of 

GSK-3β (91%) was present in most cases, as well as PD-L1 (62.9%). The CD8 cell 

density ranged from 0 to 538 cells/mm². (p00 data-correlations,0002 between PD-L1 

and PD-L1). The use of digital pathology software showed excellent correlation with 

the tumor grade made by the pathologist and by Qupath (Kappa agreement of 0.73) and 

interclass correlation parameter (ICC) of 0.851. PD-L1 positivity had a 5.81-fold risk of 

recurrence and high-grade tumors increased the risk of recurrence by 9.09. Conclusion: 

These data infer that despite the tumor heterogeneity and the microenvironment, the 

expression of these biomarkers showed to be promising against the therapeutic approach 

of urothelial cancer when evaluated the presence of the immune infiltrate (CD8) and the 
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immunoexpression of the markers GSK-3β and PD-L1. The use of QuPath as an 

automated scoring tool can be used to validate the analysis and reading of the PD-L1 

and CD8 biomarkers. 

Keywords: Urinary Bladder Neoplasms, Immune Checkpoint Blockers and 

Immunotherapy.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

1.1 Epidemiologia do Câncer de Bexiga 

 

O câncer de bexiga (CB) é uma neoplasia comum no trato genitourinário, e é o 

nono tipo de câncer mais frequente no mundo, com uma taxa anual de 430.000 novos 

casos. Esse tumor ocupa a 13ª posição entre os mais letais. O mesmo vem sendo 

descrito na literatura como um câncer predominante em nações desenvolvidas como 

América do Norte, Europa e partes da Ásia Ocidental, quando comparadas com regiões 

emergentes.  Esta diferença é provavelmente decorrente da situação de industrialização 

de cada região (BRASIL, 2020; CUMBERBATCH et al., 2018; MALATS; REAL, 

REAL, 2015). 

Para o triênio de 2020-2022 estima-se que, no Brasil, ocorram 10.640 novos 

casos por ano, sendo 7.590 entre os homens e 3.050 entre as mulheres, com maior 

prevalência entre 65 e os 74 anos. Nessa perspectiva, a taxa de mortalidade e de 

incidência possui variação decorrentes de diferentes fatores de riscos, metodologias de 

diagnósticos e tratamento utilizado (BRASIL, 2014).  

Nos homens, o CB ocupa a sexta posição na Região Sudeste com 10,54/100 

mil/habitantes Sul com 9,50/100 mil/habitantes, ocupa a sétima posição e região Centro-

Oeste (4,84/100 mil/habitantes), o décimo mais frequente e mais demais regiões como 

Nordeste (3,45/100 mil/habitantes) e Norte (1,81/100 mil/habitantes), ocupa a décima 

primeira posição. Sendo assim, nas mulheres as Regiões do Sudeste (3,80/100 

mil/habitantes) e Centro-Oeste (2,30/100 mil/habitantes) ocupam decima quarta 

posição; ficando na décima quinta posição Regiões do Sul (3,31/100 mil/habitantes), 

Nordeste (1,81/100 mil/habitantes) e Norte (0,69/100 mil/habitantes) (BRASIL, 2020).  

Apesar da ausência de uniformidade das informações, alguns estudos apontam 

que o gênero masculino pode estar associado a maior risco de ocorrência da doença, 

bem como maior chance de progressão e maior taxa de mortalidade após o tratamento 

SCOSYREV et al., 2008. 

 

1.2 Etiologia do câncer de bexiga 

 
1.2.1. Uso de tabaco 
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O tabagismo está intimamente associado a diversos canceres, como pulmão, 

boca, esôfago, atuando também de forma intensa no câncer de bexiga. Vários estudos 

epidemiológicos ressaltaram que os indivíduos que fazem uso constante de cigarro 

aumentam três vezes mais a probabilidade de desenvolver esse tipo de câncer 

(BRENNAN et al., 2000; FARLING, 2017; LETAŠIOVÁ et al., 2012).  

Os mecanismos específicos do uso do tabaco associado ao desenvolvimento do 

câncer de bexiga não estão bem delimitados na literatura. Contudo, alguns estudos 

propõem que sejam devido ao uso de diversas substâncias químicas, como 2-naftilamina 

e 4-aminobifenil. Pacientes que fazem o uso recorrente de tais produtos obtém uma 

proliferação celular exacerbada acarretando uma hiperplasia do epitélio da bexiga 

(ZEEGERS et al., 2004). 

Para Zeegers et al., 2004,  em um estudo de caso e controle, foi avaliado o risco 

de desenvolver o CB com variação conforme o tipo de fumo com composição variada 

de substâncias químicas, podendo ser o fumo puro, cachimbo ou charuto puro,  dentre 

outros. 

  

1.2.2. Substâncias químicas 

Substâncias como aminas aromáticas (4-aminobifenil), benzinas, analgésicos 

fenacetinas, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e hidrocarbonetos clorados, estes 

são usados nas indústrias químicas e na fabricação do cigarro. Vale ressaltar que a 

exposição ocupacional necessita longo prazo para levar o acúmulo no organismo, 

podendo-se estender por mais de 30 anos (POMPEO, CARRERETTE, GLINA et al., 

2006). 

Essas substâncias são frequentemente usadas nas industrias têxtil, indústrias de 

plásticos, impressão e borracha, sendo um risco bastante elevado aos indivíduos que 

manipulam diariamente em suas atividades laborais, como indivíduos de outras 

indústrias como bombeiros, cabelereiros e fungicidas se enquadram neste grupo de 

riscos, seguido de 18% de casos expostos em atividades ocupacionais (FARLING, 

2017).  

Estudos observacionais feitos no Chile e na Finlândia sugeriram que 

exposições em níveis variados ao arsênio em todo o meio ambiente acarretam no 

desenvolvimento do câncer, no entanto, outros carcinógenos presentes na água, 
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produtos de desinfecção ou nitratos, metais presentes na dieta, como selênio e zinco 

podem também desencadear o CB (MARSHALL et al., 2007; MELIKER; NRIAGU, 

2007). 

1.2.3. Agentes infecciosos 

 

Infecções causadas pelo Sehistosoma Haematobium são agentes etiológicos 

que estão associado a esquistossomose no aparelho urinário desencadeiam o câncer de 

bexiga, relatados em várias áreas endêmicas de países ocidentais (ANTONI et al., 

2017). Os mecanismos patológicos de desenvolvimento da neoplasia ainda não estão 

bem esclarecidos na literatura, mas acredita-se que compostos à base de N-nitroso, 

formado após uma infecção por bactérias redutoras de nitrato seguidos de cistite em 

uma atividade carcinogênica (JUNG; MESSING, 2000; POMPEO ACL, 

CARRERETTE FB, GLINA S et al., 2006). 

O mecanismo de infecção do parasita citado permite a instalação de uma 

inflamação crônica, acompanhada de uma irritação na bexiga e a presença de ovos 

lançados pelo parasita originam liberação de fatores genotóxicos, a instabilidade 

genômica, modificação na regulação dos genes supressores e oncogenes, indução da 

resposta proliferativa nas células hospedeiras acarretando na reparação na inflamação 

causada (CHALA et al., 2017). 

Em pesquisas recentes, foi possível avaliar riscos relativos e prevalência 

específica de infecções do S. Haematobium em várias regiões da África. Esses estudos 

mostraram uma prevalência de 33% na África Ocidental e 11% na África Austral e tais 

taxas mostraram-se constantes entre os 10 anos anteriores (OH, JIN-KYOUNG; 

WEIDERPASS, 2014; PARKIN et al., 2020). 

1.2.4. Radiação 

O risco de desencadear CB é proporcional às doses de radiações fornecidas, 

pois há formação de radicais livres que acarretam mutações no ácido 

desoxirribonucleico (DNA), como por exemplo, a radioterapia pélvica (JUNG; 

MESSING, 2000; POMPEO ACL, CARRERETTE FB, GLINA S et al., 2006). 

Dessa forma, quando os pacientes se submetem à radioterapia devido a 

cânceres geniturinários e ginecológicos, como câncer cervical, pélvico, próstata 

aumenta consideravel o risco de desencadear o CB, mas decorrente dos avanços na 

terapia por radiação espera-se que diminuam essas chances (FARLING, 2017). 
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1.3 Histologia 

 

O subtipo histológico do câncer de bexiga mais frequente é o carcinoma 

urotelial, que corresponde a 90% dos casos, seguido pelo carcinoma de células 

escamosas (CCE) (Figura 01). Estas incidências variam conforme áreas geográficas 

distintas, como no Mediterrâneo que possui elevada incidência de CCE decorrente de 

acentuados índices de infecções crônicas da bexiga por Schistossoma haematobium, 

sendo mais prevalente em indivíduos com idade de 50 e 60 anos de idade, e associado a 

um prognóstico desfavorável (LENIS; LEC; CHAMIE, 2020).  

O carcinoma de células escamosas e adenocarcinoma são menos frequentes, 

correspondendo 2% dos casos, estão associados ao estágio mais avançado e com 

maiores índices de mortalidade do que o carcinoma urotelial usual. O carcinoma de 

células escamosas atinge as células finas e planas do revestimento da bexiga, que são 

oriundas de um processo infeccioso ou irritação prolongada, enquanto o 

adenocarcinoma inicia nas células glandulares que podem aparecer com irritações locais 

ou infecções recorrentes (FARLING, 2017). 

O carcinoma plano não invasivo também denominado como carcinoma in situ 

(CIS) é um tumor pouco diferenciado, restrito ao epitélio, sendo difícil visualizar por 

exames de imagem em decorrência a seu aspecto plano. São tumores pouco 

diferenciados, associado a um tumor primário da bexiga, ou secundários de cunho 

metastático do câncer de reto, estômago, ovário, próstata ou mama (LENIS; LEC; 

CHAMIE, 2020; LOBO et al., 2017).  
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Figura 01: Cistectomia total é considerada a primeira opção de escolha para 

tumor de bexiga com invasão da camada muscular. 

Fonte: Acervo do Biobanco do Instituto do Câncer do Ceará.  

 

1.4 Estadiamento patológico 

 

O câncer deve ser classificado conforme sua extensão, denominada 

estadiamento; este pode ser clínico ou patológico, sendo fundamental em caso de avaliar 

o grau de disseminação tumoral, permitindo ao oncologista definir um tratamento 

adequado (BRASIL, 2011). 

A avaliação do estadiamento é direcionada pela “American Joint Committee on 

Cancer and International Union Against Cancer”, por meio da classificação dos 

tumores malignos.   O sistema TNM destina-se à classificação de Tumores Malignos 

onde permite uma avaliação do tumor primário e sua capacidade de extensão local (T), 

característica dos linfonodos em sua cadeia linfática onde o tumor encontra-se 

localizado (N), avaliando também a presença de metástase (M), e assim, analisado as 

graduações nomeadas como T0 a T4; N0 a N3; e M0 a M1. Não obstante, a avaliação 

do tumor, é vista de forma holística, compreendendo desde a taxa do seu crescimento, 

extensão, localização, manifestações clínicas, características biológicas do paciente, tipo 

histológico, produção de substâncias, sexo e idade ( BRASIL, 2011).  

No estadiamento patológico do câncer de bexiga, a categoria pT1 corresponde 

aos casos que possuem apenas invasão na lâmina própria, pT2 é subdividida em pT2a 

quando ingressa até metade da camada muscular e pT2b até a parte externa da camada 

muscular; pT3a destina-se a invasão microscópica do tecido peri vesical e pT3b 

responde a invasão macroscópica. O estadiamento pT4a corresponde a casos que 

possuem uma invasão no estroma prostático, vesículas seminais, vagina ou útero, e 

pT4b estão os casos com invasão nas paredes pélvicas ou abdominais (EDGE, et al. 

2010).  

 

1.5  Fatores prognósticos 

 
Avaliar o prognóstico do câncer de bexiga é primordial para predizer os riscos 

de recidiva ou óbito do indivíduo.  Assim diversos cenários clínicos podem ser 
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avaliados, como a evolução do tumor, a presença de invasão linfovascular, tempo de 

recidiva pós tratamento, invasão prostática e presença de carcinoma in situ associado  

(TRAPP; MATTIELLO; NETO, 2018). 

Por meio do estadiamento TNM é possível classificar se tumores invasivos 

vesicais podem levar a metástases, ou a recidivas pélvicas.  As principais observações 

feitas correspondem à avaliação da profundidade de invasão da parede vesical, 

carcinoma in situ associado, variação histológica, graduação histológica, invasão 

linfovascular e a multicentricidade.  Além disso, diversos outros fatores podem afetar o 

prognóstico, como o tipo e a localização tumoral, resposta ao tratamento e determinadas 

mutações genéticas (GLINA; BERNARDO, 2008). 

O prognóstico para pacientes com câncer de bexiga superficial. No geral o Ta 

ou T1 raramente podem progredir para o óbito, porém o carcinoma in situ (Tis) está 

mais associado a agressividade; assim como o prognóstico para o carcinoma de células 

escamosas ou adenocarcinomas tendem a ser altamente infiltrativos e em muitas vezes 

detectados em estágio avançado (MARK, 2019). 

 

1.6 Abordagem terapêutica 

 
A abordagem terapêutica padrão para casos de invasão da camada muscular 

geralmente requer diante de uma estratégia mais agressiva, podendo ser terapia 

quimioterápica neoadjuvante seguida por cistectomia total, linfadenectomia pélvica 

estendida e desvio urinário, ou um protocolo de preservação da bexiga, como 

quimiorradiação ou cistectomia parcial, além do uso de uma terapia por radiação, com 

objetivo de reduzir o risco de metástase e mortalidade (PHAM; BALLAS, 2019). O 

tratamento de pacientes com doença avançada está passando por mudanças recentes, 

pois a imunoterapia com inibidores de checkpoint, terapias direcionadas e conjugados 

de anticorpo-droga se tornaram opções para certos pacientes, em vários estágios da 

doença (MARTINEZ RODRIGUEZ; BUISAN RUEDA; IBARZ, 2017). 

Para o CB é realizada a terapia intravesical e o medicamento é administrado na 

bexiga por meio do cateter; o tratamento pode variar conforme os estágios de infiltração 

devido à disseminação tumoral na camada de revestimento da bexiga. Assim, a 

abordagem da imunoterapia intravesical induz o próprio sistema imunológico atacar as 

células cancerígenas, podendo ser terapia com Bacillus Calmette-Guerin (BCG) sendo 
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uma bactéria associada à tuberculose, outra abordagem é a quimioterapia intravesical 

que pode ser administrado por via sistêmica como mitomicina, gencitabina e valrubicina 

(LENIS; LEC; CHAMIE, 2020). 

 

1.7 Infiltrado imunológico 

O uso da imunoterapia recente mudou consideravelmente o panorama do 

tratamento do CB, acarretando resposta fidedigna e duradoura em alguns casos 

consistentes (RASKOV et al., 2021a). Diversas pesquisas avaliaram o microambiente 

tumoral e afirmam que o sistema imunológico pode estar implicado na patogênese de 

tumores uroteliais, resultando na predição de uma melhor resposta a imunoterapia, 

embora à ainda uma restrita minoria dos pacientes com câncer de bexiga (JIANG et al., 

2020; SWEIS et al., 2016a). 

Alguns estudos que investigam expressão de infiltrado imunológico 

verificaram, por meio de imunoistoquímica (IHQ), a presença de infiltrado de células T 

CD8+ e estas tiveram correlação com a expressão de PD-L1, além de outros 

biomarcadores preditivos como FOXP3 e Beta-catenina (SWEIS et al., 2016a).  

A infiltração por células T reguladoras vem sendo relatada na literatura como 

um atuante nos efeitos antitumorais, mostrando forte presença em câncer de bexiga, 

câncer de pulmão e câncer de mama (WEINSTEIN et al., 2014). 

A presença de células imunológicas que infiltram o tumor, como células T 

reguladore (Tregs), macrófagos, mastócitos e células B, podem afetar o equilíbrio da 

imunidade antitumoral e evasão imunológica em CB. Assim, as células T CD8+ são 

essenciais para o início e progressão tumoral (LIU et al., 2020; VESELY et al., 2011). 

Liu et al., 2020, verificaram que a infiltração de células CD8   positivas foram 

correlacionadas com células pró-tumorais Th2, mastócitos, células NK antitumorais e 

macrófagos M1, constatando que essa abundância intratumoral de células CD8 é um 

marcador eficaz para prever a resposta ao tratamento com inibidor de checkpoint 

imunológico em pacientes com câncer de bexiga (LIU et al., 2020).  

 

1.8 Células T CD8  

 

As células T CD8 + citotóxicas são os principais agentes contra patógenos e 

contra células neoplásicas.  As células T CD4 + desempenham papel importante no 
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controle tumoral local, promovendo ou inibindo uma resposta antitumoral (VAN DER 

LEUN; THOMMEN; SCHUMACHER, 2020). Dessa forma, a resposta imune é 

mediada pela atividade citotóxica, sendo um processo de indução da morte celular de 

células-alvo por meio de células citotóxicas efetoras, que consistem nas células NK e 

linfócitos T citotóxicos (LTC). As células T virgens diferenciam-se em células T 

citotóxicas CD8 por meio da ativação das células dendríticas maduras (FARHOOD; 

NAJAFI; MORTEZAEE, 2019).  

As interações iniciais da ativação de células T iniciam quando começam a 

interagir com o complexo de histocompatibilidade classe 1 (MHC-1) na superfície das 

células apresentadoras de antígenos (APCs) e células-alvo, que resultam na produção de 

fragmentos de peptídeos antigênicos oriundos da degradação proteassômica de proteínas 

citoplasmáticas. Então, o complexo MHC-antígeno-peptídeo são reconhecidos pelas 

células CD8, que se ligam em uma APC ou célula-alvo e assim se movimentam 

desencadeando sinais biomecânicos que acarretam em papeis cruciais na ativação do 

receptor de células T (RCT), e posteriormente tradução desse sinal é emitido um sinal a 

co-estimulatório do co-receptor CD28 (DURGEAU et al., 2018; RASKOV et al., 

2021b).  

Diversas pesquisas inferem que os linfócitos T citotóxicos acarretam uma 

resposta imunomediada antineoplásica que contribui na eliminação tumoral, como 

mostrado por Nakano et al., (2001), que avaliaram elevados índices de CD8+ em 

carcinoma renal e carcinoma ovário, estabelecendo melhor compreensão da atividade 

antineoplásica de células efetoras na imunidade tumoral. 

Deng et al., (2018) realizaram uma busca ativa em CB tratados previamente 

com inibidores de checkpoint imunológico que apresentaram alta infiltração 

intratumoral de linfócitos CD8+; os grupos que obtiveram elevada expressão tiveram 

melhor sobrevida média de 673 dias, do que o grupo de baixa expressão de CD8 com 

sobrevida média de 271 dias (P = 0,0012).  Esse achado indica que a alta expressão de 

CD8 em infiltrados imunológicos pode ser um preditor de melhor resposta à terapia de 

bloqueio PD1/PD-L1 (BÜCHLER, 2017; DENG et al., 2018). A expressão desses 

marcadores no câncer vem sendo elucidado cada dia mais em diversos tipos tumorais, 

dentre eles o câncer gástrico, onde o aumento da densidade de CD8 foi associado com o 

aumento da expressão de PD-L1 em células tumorais e no estroma imunológico 

(THOMPSON et al., 2016). 
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Em estudo recente, foram analisadas 267 amostras de CB no The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) para avaliar a presença do infiltrado de células T CD8 em câncer 

de bexiga.  Sessenta e três por cento das amostras apresentaram infiltração significativa 

de CD8, contendo em média 14 células marcadas com coloração de IHQ por campo de 

grande aumento, constatando que a presença desse marcador pode estar associada ao 

perfil de expressão gênica. Nesta pesquisa também foi constatado associação 

significativa entre expressão de PD-L1 com infiltrado CD8+ (P < 0,0001) (MCLANE; 

ABDEL-HAKEEM; WHERRY, 2019; SWEIS et al., 2016b). 

 

1.9 PD-L1 

 

A proteína de morte celular programada-1 (PD-1) é um receptor da membrana 

de células T, B, NK e células supressoras de origem mieloide (MDSCs). Após a 

interação do ligante-1 de morte programada (PD-L1) há uma inibição nas vias de 

sinalização associadas a proliferação, sobrevivência e funções efetoras das células T, 

como também, uma diferenciação dos linfócitos T CD4 em células T reguladores 

denominadas de Treg. A inibição dessa cascata nos linfócitos T, acarreta um controle no 

dano tecidual e reparo da autotolerância (POSTOW; CALLAHAN; WOLCHOK, 2015). 

Sabe-se que PD-L1 é um mecanismo de evasão imune explorado por várias 

malignidades, amplamente expresso em diversos tecidos que compreendem o endotélio, 

células epiteliais, particularmente em condições inflamatórias, e células 

hematopoiéticas, como os mastócitos, linfócitos T, macrófagos e células dendríticas 

(SHARPE et al., 2007; STENEHJEM et al., 2018). 

Ele possui atividade pró-tumorigênica em células cancerígenas a partir de 

ligação com seus respectivos receptores e ativação das vias de sinalização proliferativas, 

sobrevivência e progressão tumoral.  Desse modo, a expressão de PD-L1 em células 

tumorais em modelos de transição epitélio mesenquimal induzida por PD-L1 e fenótipos 

semelhantes em células-tronco nas células cancerosas renais, por exemplo, corroboram 

a teoria que a presença da via intrínseca de PD-L1 de forma independente promove a 

progressão tumoral, principalmente no câncer renal, dessa forma, o desenvolvimento de 

anticorpos anti-PD1/PD-L1 mostrou ser um ponto bastante importante na imunoterapia 

contra o câncer (XAVIER et al., 2019). 

O advento da imunoterapia mudou totalmente a abordagem terapêutica do 
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câncer.  Assim, diversas drogas foram desenvolvidas, como por exemplo o inibidor de 

checkpoint, o inibidor de receptor de células T (TCR), anticorpos agonistas contra 

receptores coestimuladores e vacinas contra o câncer. Desse modo, os agentes 

imunoterápicos possuem finalidade de ativar ou potencializar o sistema imunológico 

por mecanismos naturais (RILEY et al., 2019; YANG, 2015). 

A imunoterapia baseada no processo anti-PD-1 ou anti-PD-L1 / PD-L2 inicia 

quando as células apresentadoras de antígenos (APC) absorvem os antígenos liberados 

das células cancerígenas e os apresentam às células T que foram ativadas pelo principal 

complexo de histocompatibilidade (MHC); posteriormente os receptores PD-1 serão 

expressos nas células T e inibirão as respostas imunes pelo envolvimento de ligantes 

PD-L1 e PD-L2 nas células apresentadoras de antígenos (APC’s) e PD-L1 nas células 

cancerosas, como podemos visualizar na figura 02 o mecanismos dos inibidores. Por 

isso, induzir o bloqueio específico da via PD-1 / PD-L1 / PD-L2 imuno mediada por 

anticorpo monoclonal (mAb) aumentam a imunidade antitumoral (Figura 02) 

(OHAEGBULAM et al., 2015). 

 

Figure 02. Imunoterapia anti-PD-1 e anti-PD-L1 / L2. 

Fonte: Adaptado de  Ohaegbulam et al., 2015. 

Portanto, o desenvolvimento de uma imunoterapia contra o câncer iniciada 

através de anticorpos monoclonais (mAbs) intensificam a função das células T através 
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da ligação entre PD-1 e PD-L1 ou PD-L2. Muitos pesquisadores mostraram que o 

bloqueio de PD-1 sozinho ou PD-L1 acarretou no aumento de células T e IFN-γ no 

tumor e, como resultado, na neutralização de PD-1, PD-L1 ou PD-L2, sendo eficaz 

contra o crescimento tumoral (JOHN et al., 2013; OHAEGBULAM et al., 2015; 

ZANG; ALLISON, 2007). 

Diante dessa relação, os inibidores de verificação PD1 e PD-L1 surgiram como 

uma opção de tratamento para câncer de bexiga em estágio avançado ou em metástase. 

Pembrolizumabe e Nivolumabe são dois inibidores de PD1 e Atezolizumabe, 

Durvalumabe e avelumabe são inibidores de PD-L1 aprovados pelo Food and Drug 

Administration (FDA) dos EUA para carcinoma urotelial avançado e refratário a 

tratamento convencional (STENEHJEM et al., 2018). 

A expressão de PD-L1 no câncer de bexiga está associada intimamente ao grau 

tumoral mais avançado (GULINAC et al., 2020).  Alguns trabalhos apontaram que os 

tumores com elevada expressão de PD-L1 possuem maior probabilidade de serem 

agressivos, com recorrência e com menor índice de sobrevivência em longo prazo 

(DONG et al., 2018). Contudo, outros estudos revelaram que uma terapia combinada 

com inibidores da autophagy-related gene 7 (ATG7) e inibidores do ponto de 

verificação imunológica PD-1 / PD-L1 pode aumentar a eficácia da terapia com Bacillus 

Calmette-Guerin (BCG) em humanos (BELLMUNT; POWLES; VOGELZANG, 2017; 

NAKANISHI et al., 2007; ZHU et al., 2019). 

 

1.10 GSK3-β 

 

O glicogênio sintase quinase (GSK) 3 pertence à família de proteínas serina (S) 

21 (pGSK3αS21) e 9 (pGSK3βS9) (ambas as formas inativas) / tirosina (Y) 279 

(pGSK3αY279) e 216 ( pGSK3βY216)  quinase que foi originalmente identificada 

como um regulador do metabolismo de glicogênio, composta por duas isoformas 

altamente conservadas denominadas de GSK-α e de GSK-β e ambas codificadas por 

genes diferentes, localizados no cromossomo/7, cromossomo/19, cromossomo/16, 

cromossomo/3 (Figura 03) (BILIM et al., 2009; COHEN; FRAME, 2001; 

KAIDANOVICH-BEILIN; WOODGETT, 2011). 
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Figura 03: Representação do GSK-3α e GSK-3β de mamífero. 

Fonte: (DOMOTO et al., 2016). 

Estima-se que cerca de 100 proteínas são fosforiladas pelo GSK3-β 

(SUTHERLAND, 2011). Diversos substratos dessa molécula nos levam a avaliar a 

possibilidade de uma adaptação nas vias de sinalização e regulação de GSK3-β, que 

correspondem a regulação da disponibilidade de substrato e localização subcelular; 

acredita-se que devido ao grande número de substratos, o GSK possa ter vários papeis 

na promoção ou diminuição da proliferação celular (DUDA et al., 2020). 

 

Figura 04: GSK3-β estabiliza / ativa (setas vermelhas) e desestabiliza / inativa (linhas 

azuis) vários fatores de transcrição, proteínas estruturais e funcionais. 

  

 

Fonte: Adaptado de Domoto et al., 2016. 
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Como descrito na figura 04, o GSK-3β é responsável pela regulação do 

metabolismo do glicogênio e afeta a permeabilidade das mitocôndrias e a liberação de 

citocromo C para regular a apoptose (LIN et al., 2020). Desde a última década, diversas 

pesquisas abordaram o GSK3-β como regulador positivo da proliferação de células 

cancerosas. estando localizado na membrana plasmática, retículo endoplasmático, 

mitocôndria; responsável por diversas vias de sinalização de morte da membrana, 

metabolismo energético, sobrevivência de células tronco adultas e transcrição gênica 

(RACAUD-SULTAN; VERGNOLLE, 2021). 

Diversas pesquisas sugerem que GSK3-β é um potencial terapêutico em 

pacientes com Alzheimer, osteoporose, diabetes mellitus não dependentes de insulina, 

doenças inflamatórias e no câncer (LIANG; CHUANG, 2006; LIN et al., 2020; 

MISHRA, 2010; SAYAS; ÁVILA, 2021).  

GSK3-β possui atividade multifuncional por meio de fosforilação direta de 

uma ampla gama de substratos, como ciclinaD1, eIF2B, c-Jun, c-myc, NFATe MCL-1 

(DOBLE; WOODGETT, 2003). Sabe-se que o GSK3-β está interligado com várias vias 

bioquímicas, de EGFR / RAS / PIK / PTEN / AKT / mTORC1 são mais comuns; então, 

ambas são fundamentais no processo de crescimento celular normal, atividade 

exacerbada decorrente das mutações em RAS, PI3K (PIK3CA), PTEN, NF-κB e WNT / 

β-catenina e outros genes como mostrado na figura 05 (ALVES et al., 2021; DUDA et 

al., 2020; KAZI et al., 2018). 

 

Figure 05. Expressão elevada de EGFR/PI3K/PDK1/AKT/GSK-3/mTORC1. Setas 

verdes indicam estimulação e as setas vermelhas bloqueadas indicam inibição. 
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Fonte: (DUDA et al., 2020). 

O GSK3-β vem sendo descrito na literatura como agente de atividade 

bifuncional, como proto-oncogene e atividade de supressão tumoral, onde a interação de 

GSK3-β com PD-L1 induz a degradação de proteassoma dependente de fosforilação do 

PD-L1 com β-TrCp; como também, a estabilização de PD-L1 é ocasionada pela 

inativação de GSK3-β que aumenta a função imunossupressora do tumor em testes in 

vivo (BANG et al., 2013; KAZI et al., 2018b; LI et al., 2016). 

Recentemente, diversas pesquisas observaram que o GSK3-β está interligado 

diretamente aos processos de transformação neoplásica, crescimento tumoral e 

metástase (MISHRA, 2010; MISHRA; NAGINI; RANA, 2015). Em pulmão, foi 

verificado expressão elevada em tumores de estádio avançado (III / IV) com 84%, 

mostrando diferença significativa de p=0,007, além disso, quando visto o tamanho 

tumoral, T1/T2 apresentou maior positividade desse marcador, ou seja, a elevada 

expressão foi correlacionada a um pior prognóstico, assim acredita-se que este marcador 

pode ser um potencial alvo terapêutico (ALVES et al., 2021). 

Na figura 06 podemos visualizar vários ligantes na superfície celular estimulam 

a produção de PIP3 (fosfatidilinositol trifosfato) por PI3K. Essas moléculas atuam como 

substrato para ativação de proteínas, incluindo AKT. Esta proteína fosforila GSK3, 

inibindo sua função.  O gene supressor tumoral PTEN bloqueia a atividade de AKT 

desfosforilando PIP3 e PIK3. Além disso, ativar o complexo IκB (IKK), que fosforila 

AKT, tornando-se um importante estímulo para NFκB. O NFkB é translocado para o 

núcleo, promovendo a produção de COX-2, enzima associada à angiogênese, invasão e 

metástase. Um complexo composto por AXIN, APC e GSK3 é responsável pela 

destruição e regulação negativa da B-catenina. A via de sinalização Wnt/β-catenina está 

relacionada à proliferação celular, autorrenovação de células-tronco e diferenciação 

celular. Ciclina D1, β-catenina e C-myc são oncogenes associados à proliferação e 

diferenciação celular.  
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Figure 06. Ativação de várias proteínas por meio dos ligantes na superfície 

celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (ALVES et al., 2021). 

Na literatura o GSK3-β no pâncreas vem sendo descrito com atividade proto-

oncogene e supressor tumoral, ambos correlacionados positivamente com KRAS em 

pesquisas de formatos in vitro e in vivo (BANG et al., 2013; KAZI et al., 2018b). 

BORDEN et al., 2021 descreveram que através da técnica de sequenciamento alterações 

genômicas em GSK3-β presentes no câncer colorretal, endometrial, melanoma, ovário 

carcinoma e sarcoma uterino, em ambos, a frequência de PD-L1 foi maior entre os 

tumores com mutação GSK3-β. 

Alves et al., 2021, investigaram a correlação entre a expressão de GSK-3β e as 

características moleculares clinicamente relevantes do adenocarcinoma de pulmão. 

GSK-3β foi positivo em 75 tumores (78%) e tumores GSK3-positivos tendiam a ser 

diagnosticados em estágios avançados. Entre os tumores em estágio III/IV, 84% 

apresentaram positividade para GSK3 (p= 0,007). Identificando uma associação direta e 

estatisticamente significativa entre GSK-3β e PTEN na análise qualitativa (p 0,021). 

Tumores GSK-3β positivos com alto escore histológico tiveram pior sobrevida global 

(ALVES et al., 2021). 

 

1.11 Patologia digital 
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O uso da inteligência artificial no mundo da patologia diagnóstica e na 

pesquisa cientifica tem mostrado grandes avanços frente ao atendimento ao cliente, pois 

permite uma identificação dos marcadores de imagem de forma mais precoce, 

estabelecer um prognóstico e defini um tratamento mais direcionado e especifico, além 

de permitir que os patologistas atendam mais pacientes; e aos pesquisadores melhor 

gerenciamento de imagens digitais (NIAZI; PARWANI; GURCAN, 2019). 

Em 1950 McCarthy denominou a inteligência artificial (IA) como uma área da 

ciência da computação que utilizava máquinas para mimetizar a inteligência humana, 

mas somente apos dez anos foi feito o processo de digitalização de imagens de um 

campo do esfregaço de sangue e transformada em uma matriz de valores de densidade 

óptica para análise automatizada, dando início aos primeiros passos para a patologia 

digital. Porém, somente em 1999 iniciou-se o escâner de lâminas por inteiro e a leitura 

feita utilizando abordagens computacionais (MCCARTHY et al., 2006; PREWITT; 

MENDELSOHN, 1966).  

Atualmente, novas plataformas de código aberto estão sendo desenvolvidas a 

fim de garantir análises personalizadas, ofertando um aprimoramento na imagem e 

reprodutibilidade da pesquisa (BANKHEAD et al., 2017). Software, como Fiji, Icy, 

CellProfiler e QuPath (Queen's University of Belfast, Irlanda do Norte, Reino Unido), 

possibilitam a criação de métodos analíticos de visualizações em imagem de forma 

muito mais ampla, porém, há desafios de formatos de visualizações e manuseios, mas, 

com a criação de bibliotecas digitais é possível realizar análises de imagens, 

gerenciamento de dados, criação de fluxos de trabalhos que criam históricos de 

comandos, podendo ser aplicáveis a outras imagens, garantindo-se uma leitura 

reproduzível (DE CHAUMONT et al., 2012; HUMPHRIES; MAXWELL; SALTO-

TELLEZ, 2021a; LAMPRECHT; SABATINI; CARPENTER, 2007; SCHINDELIN et 

al., 2012). 

Diversas especialidades fazem o uso do software, sendo mais comum na área 

da oncologia, biologia celular e patologia, em mais de cinquenta países sendo utilizado 

conforme mostrado na figura 07 abaixo. Assim, por ser um software aberto, existe uma 

plataforma comunitária que permite a comunicação direta, com desenvolvimento de 

novos fluxos de trabalho, soluções de erros e criação de novos algoritmos 

(HUMPHRIES; MAXWELL; SALTO-TELLEZ, 2021b). 
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Figure 07. Distribuição do uso do Qupath no mundo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (HUMPHRIES; MAXWELL; SALTO-TELLEZ, 2021b). 

 

A priori, o software foi criado para avaliar imagens de lâminas de forma mais 

ampla, assim, utilizando a patologia digital, permitindo análise de forma holística de 

reações de IHQ no campo claro ou fluorescência, hematoxilina e eosina (H&E). Embora 

tenha sido criado e usado principalmente em pesquisa com câncer, o mesmo, atende as 

necessidades de pesquisadores de laboratório para compreensão de dados quantitativos 

brutos; como também, pode ser utilizado por cientistas computacionais que objetivam 

desenvolver projetos e testes de algoritmos (HUMPHRIES; MAXWELL; SALTO-

TELLEZ, 2021b). 

Está ferramenta é econômica e acreditada por agencias de qualidade, 

diagnóstico remoto de patologia, destinada a analisar e a explorar dados de bioimagens, 

com ferramentas de anotações, presença, localização e intensidade de expressão de 

biomarcadores por meio de visualizações das marcações de reações de 

imunoistoquímica (IHQ), a partir de configuração prévia do que é positivo, possui 

capacidade de ler muitas imagens concomitantes, ofertando um diagnóstico rápido e 

fidedigno (HUMPHRIES; MAXWELL; SALTO-TELLEZ, 2021; LOUGHREY et al., 

2018). 

Mi et al., (2020)  avaliaram por meio do QuPath amplamente o microambiente 

tumoral no controle da progressão tumoral em pacientes com câncer de mama triplo-

negativo, investigando o padrão de distribuição dos marcadores CD3, CD4, CD8, CD20 

e FoxP3, resultando em uma visualização mais ampla e integra do centro e área 
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infiltrativa do tumor, contrastando com região normal. ZAHND et al., (2019), 

agruparam duas ferramentas digitais, QuPath e Brightness_Max para análise estatística 

e associações clínico patológicas, destinadas a um biomarcador prognóstico e 

preditivo no câncer colorretal, assim os resultados foram significativos, mas torna-se 

necessário um olhar cauteloso na identificação da intensidade de marcação para 

distinguir o que é artefato e células de interesse. 

Viratham Pulsawatdi et al. (2020a) realizaram uma validação de amplo 

expecto, utilizando a imunofluorescência e imunoistoquímica cromógena, ambas 

espectro multiplex por meio da técnica Opal, para detectar de forma simultânea alguns 

biomarcadores, permitindo a identificação de diferentes populações de células no 

microambiente tumoral em tecido de câncer colorretal, resultando em correlações 

significativas (P‐Valor <0,0001). Quando comparada ambas as técnicas por meio dos 

software QuPath, JHUN et al. (2021b) avaliaram a densidade de linfócitos infiltrantes 

pela detecção de CD8 no estroma, permitindo uma ponderação de indicador de 

prognóstico preditivo no câncer de pulmão de não pequenas células, afirmando assim, 

que esta ferramenta permite uma abordagem de trabalho eficiente e padronizada de 

análise. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

O CB é o câncer mais comum do sistema urinário, com o carcinoma urotelial 

usual o mais comum subtipo histológico, ocupando a 13ª posição de causas de mortes 

por câncer mundialmente.  

A abordagem terapêutica para CB pode ser bastante agressiva, mas a 

imunoterapia é vista como sucesso notável em vários estágios da doença. A 

imunoterapia é menos suscetíveis de afetar as células normais, que tem como alvo o 

checkpoint PD-L1, o biomarcador GSK-3β e a infiltração tumoral por linfócitos CD8+, 

pode representar uma opção terapêutica promissora para vários tipos de câncer e assim 

direcionar uma resposta a terapia imunológica ou associação com outras terapias 

tradicionalmente utilizadas. 

Com o avanço da patologia digital, utilizar esta plataforma pode gerar 

resultados fidedignos, rápidos, e acessíveis para todos os profissionais da área da saúde, 

além de gerar uma leitura minuciosa para avaliar a imunoexpressão o que pode ser 

fundamental para o prognóstico do paciente com uso em larga escala.  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

Investigar a expressão proteica de PD-L1 e GSK-3β e do infiltrado imune CD8+ em 

carcinomas de bexiga  

 

3.2 Objetivos específicos 

 Identificar e correlacionar a expressões de CD8, PD-L1 e GSK-3β com dados 

clínicos histopatológicos e a abordagem terapêutica utilizada. 

 Avaliar a sobrevida global e sobrevida livre de eventos dos pacientes com câncer 

de bexiga com invasão da camada muscular. 

 Comparar a leitura tradicional semi-quantitativa do patologista com o software 

Qupath para os marcadores PD-L1 e GSK-3 β no tumor e a densidade de células 

CD8+. 
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4. CAPÍTULO 

 

 

Esta dissertação está baseada no Artigo 30, parágrafo 04 do Regimento 

Interno do Programa de Pós-Graduação em Patologia da Universidade Federal do Ceará, 

que regulamenta a inserção de artigos científicos de autoria do candidato para trabalhos 

de conclusão de mestrado e doutorado (dissertações e teses). 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética do Centro 

Universitário Christus - UNICHRISTUS  protocolado com número 3.997.304 (ANEXO 

I). Foram respeitados todos os aspectos éticos expressos na Resolução nº 466 de 2012, 

do Conselho Nacional de Saúde/Ministério da Saúde, que é direcionada por Diretrizes e 

Normas Regulamentadoras de pesquisas com seres humanos e em concordância com a 

norma do CONEP (Comissão Nacional de Ética em Pesquisa). 

Deste modo, a presente dissertação é composta por dois artigos científicos 

redigidos de acordo com as revistas científicas escolhidas. 

 

  



44 

 

4.1 Capítulo 1 

 
“Classificação de tumor assistida por computador, validação da pontuação 

de PD-L1 e quantificação da densidade de células CD8 -positiva em carcinoma 

urotelial, um guia visual para patologistas usando QuPath.” (Computer-assisted tumor 

grading, validation of PD-L1 scoring, and quantification of CD8-positive immune cell 

density in urothelial carcinoma, a visual guide for pathologists using QuPath). 

Este artigo seguiu as normas de publicação do periódico Surgical and 

Experimental Pathology (SAEP-D-22-00006R1). 
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Resumo 

Introdução: Os avanços na imagem digital em patologia e a nova capacidade de 

digitalizar imagens de alta qualidade mudaram a forma de praticar e pesquisar em 

patologia cirúrgica. O QuPath é um software de patologia de código aberto que oferece 

uma maneira reproduzível de analisar variáveis quantificadas. Nosso objetivo foi 

apresentar a funcionalidade da pontuação de biomarcadores usando o QuPath e fornecer 

um guia para a validação da classificação patológica usando uma série de casos de 

carcinomas uroteliais. Métodos: Foram construídos e escaneados Microarrays teciduais 

de carcinomas uroteliais. As imagens foram coradas com HE e imunohistoquímica, para 

CD8 e PD-L1, importadas para o QuPath e corrigidas. Imagens de treinamento foram 

usadas para construir um classificador de notas e aplicadas a todos os casos. A 

quantificação de CD8 e PD-L1 foi realizada para cada poço de TMA usando 

segmentação de cor citoplasmática e de membrana, medição de saída e análise 

semiquantitativa comparada com leitura dos patologistas. Resultados: Foi verificado 

uma correlação forte entre o grau do tumor pelo patologista e pelo software QuPath 

(concordância Kappa 0,73). Para carcinomas de baixo grau (pelo laudo e patologista), a 

concordância não foi tão alta (24,1%). Dos 32 tumores de baixo grau, 22 foram 

corretamente classificados como de baixo grau, mas 11 (34%) foram classificados como 

de alto grau, com a razão de alto grau para baixo grau nesses casos mal classificados 

variando de 0,41 a 0,58. A razão mediana para carcinomas de alto grau genuínos foi de 

0,59. A análise de correlação entre o software e o patologista mostrou que o marcador 

CD8 apresentou correlação moderada (r=0,595) e estatisticamente significativa 

(p<0,001). A consistência interna deste parâmetro apresentou índice de 0,470. A análise 

de correlação entre o software e o patologista mostrou que o marcador PDL1 apresentou 

correlação robusta (r=0,834) e significativa (p<0,001). A consistência interna deste 

parâmetro apresentou um CCI de 0,851. Tumores de baixo grau eram mais jovens (p= 

0,008) e pacientes com tumores invasivos eram mais velhos do que os não invasivos 

(p=0,036). Conclusão: Conclui-se que os dados do estudo demonstram uma forte 

correlação entre as duas metodologias em relação aos marcadores utilizados, logo, 

reforçando a importância do uso do Qupath como uma ferramenta promissora no 

diagnóstico, prognóstico e na avaliação da resposta ao tratamento no câncer de bexiga. 
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Introdução 

Desde a década de 1970 e, mais importante, nos últimos 20 anos, a imuno-

histoquímica (IHQ) provou ser um método eficaz, bem estabelecido e amplamente 

aceito no laboratório de Patologia Cirúrgica para auxiliar nas colorações histoquímicas 

convencionais de cortes de tecidos. O diagnóstico de doenças, particularmente câncer, é 

baseado no exame das células por microscopia de luz e na detecção de moléculas 

específicas, como proteínas e ácidos nucléicos, que são rotineiramente identificadas em 

tecidos de biópsia por tecnologias de ligação a anticorpos ou hibridização nucléica. As 

técnicas melhoraram e, agora, centenas de anticorpos, sondas e protocolos de reação são 

realizados em todo o mundo para identificar tipos específicos de células, 

subclassificação de tumores, fornecer informações sobre fatores específicos de câncer, 

estimar a agressividade de neoplasias, prever a resposta à terapia, identificar agentes 

infecciosos, e muitas outras aplicações. [1-6] Diretrizes para padronização e validação 

analítica de IHQ foram estabelecidas pelo College of American Pathologists, com 

atualizações regulares. [7, 8] 

De acordo com os tipos específicos de tumor e os anticorpos usados, os 

patologistas geralmente classificam os achados de maneira semiquantitativa, com base 

na distribuição do marcador, porcentagem de células positivas e/ou intensidade da 

coloração. As lâminas de IHC são predominantemente coradas com 3,3’-

Diaminobenzidine (DAB) e contrastadas com hematoxilina. Relatos de patologia 

cirúrgica bem-sucedida incluem a avaliação da positividade de HER2 em câncer de 

mama, quantificação de ki67 em várias neoplasias e, mais recentemente, o uso de 

pontuação PD-L1 (em células tumorais e imunes) para prever a resposta à imunoterapia 

em uma infinidade de tipos de câncer. [1, 9, 10] Tanto na pesquisa quanto no cenário 

clínico, os sistemas de pontuação H e Allred têm décadas e ainda são usados para 

avaliar a porcentagem e a intensidade da coloração celular. [11, 12] 

Vários estudos de pesquisa se basearam em microarrays de tecido (TMA) 

combinados com IHC, para permitir a análise de alto rendimento de várias amostras de 

tumor. [13] [14] [15] [16, 17] [18] Com a patologia digital e a capacidade de escanear 

lâminas inteiras com imagens de alta qualidade, novos softwares e plataformas foram 

criados para ajudar pesquisadores e patologistas a quantificar, classificar tecidos e 

tumores. O QuPath é um software de análise de patologia de código aberto que oferece 
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uma maneira reproduzível de analisar e fornecer variáveis quantificadas e permite o 

treinamento e a classificação subsequente de células usando algoritmos digitais 

automatizados. [19, 20] 

Neste estudo, nosso objetivo foi avaliar a (1) viabilidade de escanear e analisar 

TMAs de tecido para câncer de bexiga, (2) mostrar a funcionalidade da pontuação de 

biomarcadores usando QuPath e (3) fornecer um guia com passo a passo para a 

validação de graduação patológica usando uma série de casos de carcinoma urotelial 

corados com HE, CD8 e PD-L1. 

 

Materiais e métodos 

 

Pacientes e amostras de tumor 

A coorte foi composta por cento e quarenta pacientes com câncer de bexiga 

com amostras provenientes de ressecções transuretrais e cistectomias radicais de um 

laboratório de referência em patologia geniturinária localizada em Fortaleza no Brasil. 

Os dados clínicos, laboratoriais, demográficos, sexo, idade, tabagismo e sobrevida 

global foram coletados em prontuários eletrônicos nas Unidades Hospitalares onde o 

paciente estava sendo acompanhado. Indivíduos com terapia neoadjuvante, terapia BCG 

prévia ou radioterapia foram excluídos. Tumores obtidos de espécimes fixados em 

formalina e incluídos em parafina (FFPE) foram coletados retrospectivamente dos 

arquivos de um laboratório de referência no Nordeste do Brasil após aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa. As secções de tecido foram recuperadas de focos 

tumorais dominantes. As amostras de tumor foram classificadas como de baixo ou alto 

grau de acordo com o sistema de classificação aceito pela OMS em 2016. 

 

Construção de Microarranjo Tecidual (TMA): 

Dois microarrays de tecido (TMAs) foram construídos usando um 

organizador de tecido manual como descrito anteriormente. [16] Para cada caso, um 

poço de 2 mm de uma área representativa foi selecionado a partir de seções coradas com 

hematoxilina-eosina (HE) de espécimes da bexiga por um patologista geniturinário 

experiente. Os poços de tecido que continham <100 células tumorais foram removidas 

da análise. 
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Análises imuno-histoquímicas 

A IHC foi realizada em um laboratório privado que possui o selo do 

programa de acreditação de qualidade da Sociedade Brasileira de Patologia. PD-L1 e 

CD8 foram escolhidos para provar a versatilidade e o uso potencial do QuPath em um 

marcador de células T específico (CD8) e PD-L1, que é o marcador mais importante 

para avaliar a resposta à imunoterapia. Esses biomarcadores foram escolhidos porque 

ambos são bem caracterizados e os anticorpos estão em uso clínico de rotina na maioria 

dos laboratórios de patologia. Além disso, esses marcadores mostram padrões muito 

diferentes. O CD8 marca especificamente uma subclasse de células T de maneira 

uniforme, enquanto o PD-L1 marca membranas e citoplasmas de células tumorais e  

imunes com intensidade variável. 

Seções sequenciais foram cortadas de cada bloco de TMA e montadas em 

lâminas de vidro de microscopia carregadas para coloração imuno-histoquímica. A 

análise de PD-L1 IHC (22C3 pharmDx, Agilent, clone 22c3) foi realizada usando PT-

Link (Dako PT100), seguida de recuperação do alvo com tampão EnVision™ FLEX pH 

6.0, usando o sistema de visualização Agilent Technologies®, EUA no Autostainer 

Link 48® equipamentos. A positividade de PD-L1 foi avaliada de acordo com o 

protocolo atual. 

 A caracterização do infiltrado imune de células T tumorais foi realizada 

avaliando CD8 (DAKO, clone C8/144b) por imuno-histoquímica em todas as TMAs. A 

densidade de células T CD8+ foi avaliada como a porcentagem geral da área dentro das 

fronteiras dos tumores cobertas por células imunes positivas. Este método é baseado na 

proposta de um método padronizado do International Immuno-Oncology Biomarkers 

Working group. [21] 

Análises de imagens morfométricas assistidas por computador 

Lâminas coradas com TMA (HE, CD8 e PD-L1) foram digitalizadas com 

ampliação de 40x (scanner Motic EasyScan Infinity 100, Vancouver, CA) e analisadas 

por dois patologistas independentemente usando um escore semiquantitativo. Ambos os 

patologistas também classificaram os tumores como de baixo e alto grau de acordo com 

a atual Classificação da Organização Mundial da Saúde. 

Os arquivos foram carregados em um projeto no software QuPath (código-

fonte do QuPath, documentação, links para download do software estão disponíveis em 

https://qupath.github.io). O recurso de segmentação do QuPath é capaz de detectar 



49 

 

milhares de células, identificá-las como objetos de maneira hierárquica abaixo da 

anotação, poços de TMA ou casos e medir a morfologia celular e a expressão de 

biomarcadores ao mesmo tempo. [22] As imagens estavam desordenadas e todos os 

poços separados de forma contínua de 1-140. O comando Cell Detection foi usado para 

identificar todas as células em todos os poços de TMA com base na densidade óptica da 

coloração de hematoxilina nuclear. Em seguida, usando medições selecionadas de 

intensidade e morfologia de todas as células, aplicando um classificador de árvores 

aleatórias bidirecional para treinar o QuPath interativamente para distinguir células de 

poços tumorais do estroma e poços tumorais predominantes de baixo grau 

predominantes de alto grau. Isso exigia o desenho de células tumorais por um 

patologista experiente, e o QuPath foi capaz de fornecer feedback imediato em todos os 

tumores. Uma vez que a classificação foi adequada para imagens de treinamento, os 

autores expandiram o classificador para identificar todas as células em todos os poços e 

estimar o percentual de carcinomas de alto e baixo grau para comparar a classificação 

do patologista original e a confirmada. Se a saída do QuPath mostrasse que células de 

alto grau estavam presentes em mais de 10% das células tumorais em cada poço, em 

uma planilha do Excel, o tumor era considerado de alto grau pelas análises de software. 

Selecionamos aleatoriamente 7 casos de carcinoma de alto grau e 3 de baixo grau como 

um conjunto de treinamento para o algoritmo, anotado por um dos autores, para 

identificar células tumorais de baixo grau e alto grau e estroma. A hipótese é avaliar se 

usando apenas 7% dos poços (10/140), o QuPath seria capaz de classificar com precisão 

o restante dos tumores nos poços de TMA. 

Para medições de densidade de CD8, uma detecção de tecido simples foi 

realizada para avaliar a área de tecido de cada poços de TMA, seguida por contagens de 

células CD8 com o comando de detecção de célula positiva dentro do software (os 

parâmetros para cada comando foram ajustados por um dos autores). Estas medições 

permitiram a contagem de células CD8 positivas/mm2 de tecido. O script 

correspondente foi então aplicada a todos os poços de TMA, e os dados foram 

exportados para um software de análise estatística (JMP, 2021 SAS Institute Inc). Esta 

avaliação de um marcador de CD no poços de TMA foi descrita anteriormente. [14] O 

resultado de análise para esta variável foi o número de células CD8+ por mm2, e foi 

comparada com as análises de um patologista que avaliou cegamente cada um dos 
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poços de TMA e avaliou um escore semiquantitativo percentual de 0-100% (área total 

envolvida por linfócitos CD8+ infiltrantes ou peritumorais). 

Para pontuação de PD-L1, as análises foram executadas com base no 

algoritmo treinado descrito acima e quantificação de citoplasma positivo (coloração 

DAB média) apenas em células detectadas como células tumorais, e não estroma e 

outras células. A saída do QuPath foi capaz de identificar o número de células positivas 

para PDL1/mm2 e, além disso, o método Hitoscore (H-score para avaliação 

semiquantitativa da intensidade e porcentagem de células positivas) foi aplicado pelo 

software, baseado na extensão e intensidade da coloração citoplasmática (1-3), 

multiplicada pela porcentagem de células positivo, com uma pontuação potencial 

variando de 0-300. [19] Um patologista pontua PD-L1 em cada poço usando o método 

estabelecido de Score de pontuação tumoral (TPS). Foi definido como a porcentagem de 

células tumorais viáveis mostrando coloração PD-L1 de membrana parcial ou completa 

em qualquer intensidade. A comparação entre as análises dos patologistas e as medidas 

assistidas por computador foram avaliadas por pontuações de concordância. 

 

Análise estatística 

Os dados de CD8 e PDL1 foram avaliados pela correlação de Spearman e 

análise de consistência interna por meio do cálculo do coeficiente de correlação 

interclasses. Adicionalmente, o coeficiente kappa foi calculado para os pontos de corte 

(Alto vs Baixo). O kappa de Cohen variou de -1,0 (discordância total) a +1,0 

(concordância total). Valores entre 0,6 a 0,8 estão relacionados à concordância 

adequada e 0,8 a 1,0 estão relacionados à concordância forte. Valores inferiores a 0,6 

são considerados concordância inadequada. Em todas as instâncias, foi adotado um 

nível de confiança de 95% (SPSS® v20.0 para Windows). 

 

Resultados 

Dados clínico-patológicos 

A coorte consistiu de 140 pacientes, mas 9 foram imediatamente excluídos 

nas análises de grau devido à falta de poços de tecido nos cortes histológicos de TMA 

corados com hematoxilina e eosina (Figura 1) (131 casos no total, sendo 105/76% do 

sexo masculino) com a idade média 74,2 anos (57% acima de 75 anos). As secções para 
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imuno-histoquímica estavam com os tecidos íntegros, e todos os 140 poços de TMA 

foram usados para análises (140 poços no total, idade média de 71,4 anos, 77% do sexo 

masculino). De acordo com os relatórios de patologia originais, havia 99 carcinomas 

uroteliais de alto grau (75,5%) e 32 de baixo grau, que foram confirmados por avaliação 

cega de cada poço por um patologista geniturinário experiente. Por laudos 

anatomopatológicos, 83 casos (59%) eram invasivos pelo menos na lâmina própria 

(todas lesões de alto grau), enquanto 56 eram não invasivos – esse dado não foi 

confirmado em poços de tecidos devido à impossibilidade de avaliar a invasão em 

TMAs. Os pacientes com tumores de baixo grau eram mais jovens (69.45±17.96) em 

relação aos de alto grau (76.62±11.04) apresentando p=0,0062. Os pacientes com 

tumores invasivos também eram mais velhos (média 76,1 anos) do que os não invasivos 

(média 71 anos, p=0,036). 

 

Detecção de células 

Depois de organizar o TMA e executar um script para enumerar os poços de 

tecido de 1 a 140, o QuPath conseguiu tratar cada poço como uma unidade separada de 

maneira hierárquica para saída de dados e medições. Uma das principais funções 

básicas do QuPath (e qualquer software de análise de patologia cirúrgica para esse 

assunto) é identificar células e calcular características individuais. Executamos o 

comando Cell Detection usando a densidade óptica da hematoxilina como alvo para os 

poços, com tamanho de pixel de 0,5uM e 3uM de expansão celular. A Figura 2 mostra 

um dos poços (#61) como exemplo. Para este poço, houve 30.204 detecções celulares. 

Mais importante, para cada célula, o programa pode fornecer todas as medições e 

exportá-las para uma planilha. Se o delineamento de células for aceitável, a detecção de 

células pode ser executada para todos os poços de tecido. O número médio de células 

detectadas para todos os poços foi de 25.921 células (intervalo 3.197-64.144). Um total 

de 3.283.282 células foram identificadas em todos os 131 poços. Os autores usaram um 

computador PC Core i7 rodando Windows 10, com 16 GB de memória RAM e um 

disco rígido SSD de 512 GB. Para cada TMA compreendendo 7 poços, a Detecção de 

Células foi executada por cerca de 3 minutos. 

Um recurso útil para os pesquisadores é a capacidade de distinguir entre 

diferentes tipos de células dependendo de quais medições foram feitas e apresentá-las 

como um mapa de calor visual. A Figura 3 mostra um exemplo (poço nº 34) de um 
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tumor de alto grau com o mapa do resultado da razão poço/área da célula para cada 

célula e o mapa de calor para todo o bloco (poços 1-70) com o mesmo mapa de 

medição. Para a razão poço do TMA/área da célula, foram medidas 1.791.467 células, 

com média de 0,289 (Std. Dev 0,077). Na figura, o amarelo representa uma alta relação 

N:C, enquanto o roxo uma menor. 

Reconhecimento automatizado de grau de tumor 

Para treinar o algoritmo do software no reconhecimento de células tumorais 

e diferenciação de classes celulares, foram anotados 7 casos de carcinoma urotelial 

(AG) de alto grau e 3 casos de carcinoma urotelial (BG) de baixo grau, bem como 4 

casos distintos de não tumoral tecido (rotulado "estroma" e representando componentes 

não tumorais, como tecido fibroadiposo, estroma desmoplásico ou feixes musculares 

(Figura 4, anotações dos poços de ensino). Dentro do conjunto de treinamento, 4.231 

células tumorais em 7 casos de alto grau, 4.906 tumores células em 4 casos de baixo 

grau e 8023 células de estroma foram anotadas. Um script contendo todos os 

procedimentos e etapas na detecção e classificação foi salvo e executado em todas as 

imagens TMA importadas, automatizando assim a detecção e entre os slides, conforme 

descrito anteriormente. [14] Este é um recurso particularmente útil do programa para 

aumentar a reprodutibilidade em diferentes casos. [23, 24] 

Usando o classificador de análises aleatórias por Random Trees cuja 

finalidade é gerar muitos parâmetros de análise e combinar com os resultados da 

classificação de todos eles, baseado em características nucleares e citoplasmáticas (área, 

perímetro, circularidade, calibre, excentricidade nuclear, densidade óptica de 

hematoxilina, densidade óptica de eosina (com médias e variância) e razão de área 

nuclear para célula, testamos o algoritmo no primeiro tecido bloco com 70 casos e 

correções adicionais de treinamento. Quando o patologista sênior ficou satisfeito, a 

classificação foi implantada em todos os poços de tecido, criando um mapa de cada uma 

das milhares de células. Os dados foram exportados para uma planilha. Para cada poço 

do TMA, a saída mostrou o número de células designadas de alto grau, baixo grau e 

estroma (vermelho, azul e verde, respectivamente, consulte a Figura 5). Se as células de 

alto grau foram atribuídas em mais de 10% das células tumorais para cada core, o core 

foi designado de alto grau pelo software e esses resultados foram comparados com o 

grau atribuído pelo patologista. 
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Houve uma boa correlação entre o grau do tumor pelo patologista e pelo 

software QuPath (concordância Kappa 0,73). Curiosamente, o algoritmo foi quase 

perfeito no diagnóstico de tumores de alto grau (98 de 99 tumores). O único tumor de 

alto grau classificado como de baixo grau pelo QuPath foi o poço #14. Este poço 

mostrou 19.552 células com previsão de baixo grau e apenas 2.280 com previsão de alto 

grau, tornando-o um caso difícil de classificar. Para carcinomas de baixo grau (pelo 

laudo e patologista), a concordância não foi tão alta. Dos 32 tumores de baixo grau, 22 

foram corretamente classificados como de baixo grau, mas 11 (34%) foram 

diagnosticados como de alto grau, com a proporção de alto grau para baixo grau nesses 

casos mal classificados variando de 0,41 a 0,58. A razão mediana para carcinomas de 

alto grau genuínos foi de 0,59. Algumas das razões que os autores listam como 

potenciais imitadores para casos de alto grau são artefato de fulguração, hipercromasia 

nuclear, tecidos dobrados e inconsistência na coloração. 

O software também foi capaz de informar quais eram as características 

celulares mais importantes para prever entre baixo e alto grau, nesta ordem de 

importância (entre parênteses, o software fornece um número de importância para cada 

variável: (1) área do poço (0,0805); (2) média da densidade óptica da hematoxilina 

nuclear (0,0705); (3) circularidade do poço (0,0679); (4) razão poço/área da célula 

(0,0645); (5) perímetro do poço (0,0531); (6) área celular (0,460) e (7) calibrador 

mínimo de células (0,0460). 

 

Quantificação de CD-8 e PD-L1 

Para validar a capacidade de contar células positivas por imuno-

histoquímica, os autores pontuaram visualmente a presença de células CD8+ dentro de 

cada poço e avaliaram a pontuação da proporção do tumor PD-L1. Esses dados foram 

comparados com os resultados da detecção de células positivas e detecção de tecidos 

automatizadas do QuPath. A saída QuPath escolhida para a quantificação de CD8 foi a 

densidade (células/mm2), enquanto comparamos a densidade de células positivas para 

PD-L1 e o H-score de PD-L1 com o score de proporção tumoral (TPS) dos patologistas. 

A análise de correlação entre o software e o patologista mostrou que o 

marcador CD8 apresentou correlação moderada (r=0,595) e estatisticamente 

significativa (p<0,001). A consistência interna deste parâmetro apresentou índice de 

0,470. A análise de correlação entre o software e o patologista mostrou que o marcador 
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PD-L1 apresentou correlação robusta (r=0,834) e significativa (p<0,001). A 

consistência interna deste parâmetro apresentou um CCI de 0,851. Quando considerado 

o H-score para correlação e análise de consistência interna, a correlação também foi 

muito forte (r=0,997) e significativa (p<0,001) e o CCI foi de 0,919. A concordância 

mostrou um coeficiente kappa estatisticamente significativo (p<0,001) de 0,724. Esses 

dados são ilustrados nas Figuras 6 e 7. 

 

Discussão 

Há uma forte necessidade de quantificação precisa da expressão de 

biomarcadores em seções de tecido, tanto no cenário de diagnóstico quanto nos fluxos 

de trabalho de pesquisa translacional. Embora as técnicas moleculares tenham 

revolucionado as análises de previsão e prognóstico baseadas em tecidos, especialmente 

em câncer de pulmão, mama e cólon, as seções básicas de patologia cirúrgica são de 

menor custo e a imuno-histoquímica está amplamente disponível em todo o mundo. 

As análises digitais superaram algumas limitações de pontuação quantitativa 

convencional por patologistas: capacidade de avaliar milhares ou milhões de células, 

maior reprodutibilidade nas imagens digitalizadas de lâmina inteira e velocidade na 

avaliação de múltiplas lâminas ou casos no cenário de pesquisa. [24, 26, 27] Outro 

obstáculo com a semiquantitativa visual é o curto alcance dinâmico de muitos sistemas. 

O método Allred usado no câncer de mama atribui pontuações para intensidade (0-3) e 

porcentagem de células (0-5), por exemplo, tem um intervalo de 0-8, em comparação 

com a saída de análises digitais que podem gerar saída de decimais ou o H-score mais 

comumente usados (0-300). [28] [30-31] Nos últimos anos, vários estudos compararam 

a expressão tecidual avaliada por patologistas com algoritmos digitais e, mais 

importante, compararam digitalmente transcrições de mRNA e proteômica, ressaltando 

o poder da quantificação de proteínas teciduais na pesquisa e os resultados do paciente. 

[32] [33-35] Ram et al. quantificaram a expressão de proteínas (P-caderina, PD-L1 e 

5T4) e mostraram uma alta concordância com os transcritos de mRNA e os patologistas 

atribuídos ao H-score. [25] Levy‑Jurgenson et al usaram uma abordagem semelhante em 

um estudo elegante e usaram algoritmos de aprendizado profundo para quantificar a 

heterogeneidade do tumor com excelente correlação com a sobrevivência por meio da 

expressão de mRNA e miRNA de imagens de lâmina inteira. [34] 
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Avaliar o microambiente imune tumoral é árduo, uma vez que as amostras 

de tecido são geralmente limitadas e apenas uma representação estática de um processo 

dinâmico e contínuo. Para entender melhor a interação entre diferentes células, uma 

abordagem tem sido a utilização de imuno-histoquímica multiplex com os benefícios de 

utilizar vários epítopos para estudar composições e relações celulares, quantificando 

simultaneamente e localizando o microambiente tumoral. [49] [50]. Xie et al. usaram 

protocolos de IHQ e imunofluorescência multiplex para caracterizar marcadores 

imunológicos em carcinoma urotelial de alto grau e utilizaram QuPath para 

quantificação de infiltrado imune e encontraram boa correlação entre IHQ multiplex e 

singleplex e entre pontuação multiplex e manual. [50] 

Enquanto outros estudos tentaram validar o uso de software e comparar com 

diagnósticos de patologistas da vida real, especialmente usando linfócitos infiltrantes de 

tumor e expressão de PD-L1 [21, 36-40], o presente trabalho pretende provar algo mais 

sutil, mas prático, ou seja, a capacidade de patologistas sem treinamento prévio em 

utilizar uma plataforma para quantificar e comparar dados morfométricos. Nenhum dos 

autores tinha experiência em scripts, codificação ou formação em ciências da 

computação. Bankhead testou o desempenho do QuPath em amostras de câncer de 

cólon usando microarrays de tecido e quantificou p53, PD-L1 e CD8, mostrando de 

forma elegante o poder do software em prever a sobrevida dos pacientes. [22] 

A utilidade de avaliar PD-L1 em carcinoma urotelial na previsão de terapia 

com inibidores de checkpoint imunológico foi estabelecida recentemente na literatura 

têm mostrado fortes dados de apoio. [41] [43, 44] No entanto, a heterogeneidade 

intratumoral na expressão de PD-L1 pode explicar algumas das controvérsias da falta de 

consenso. [45] Um dos fatores atribuídos são o uso da imunoterapia, onde cinco 

diferentes anti-PD-1 (durvalumabe, nivolumabe e pembrolizumab) ou anticorpos anti-

PD-L1 (atezolizumab e avelumab) são aprovados pelo FDA para pacientes com 

carcinoma urotelial localmente avançado. Além disso, a complexidade do ambiente 

imunológico do tumor não pode ser estabelecida para um limiar positivo/negativo para a 

expressão de PD-L1 sozinho (pembrolizumab: pontuação positiva combinada, CPS, cut-

off = 10%; atezolizumab: pontuação de células imunes, cut- off = 5%; durvalumab: 

algoritmo de área de células tumorais/área de células imunes, ponto de corte = 25%). 

Portanto, análise mais minuciosas de outros preditores para oferecer um diagnóstico 
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mais fidedigno foi a avaliação, subtipagem e quantificação de linfócitos infiltrantes têm 

sido propostos. [45] 

No manuscrito atual, avaliamos os linfócitos infiltrantes CD8+ em uma 

coorte de tamanho moderado de carcinoma urotelial de baixo e alto grau com boa 

concordância entre a avaliação do patologista usando % da área (nos poços) e a 

quantificação de QuPath do número de células/mm2. De acordo com Weyerer et al., 

pouco se têm relatos do significado da expressão diferencial de PD-L1 em células 

tumorais e imunes, em relação à resposta à terapia, especialmente em pacientes virgens 

de terapia. [44] As informações de acompanhamento e tratamento não estão disponíveis 

para nossa coorte, e essa pode ser a grande limitação do artigo. Por isso a necessidade 

de validar uma forma de mensuração e não estabelecer correlações científicas per se. 

Atualmente, vários algoritmos específicos de drogas em imunoterapia estão 

em uso em todo o mundo e, embora haja tentativas de padronização, há sensibilidade 

diferencial dos ensaios, protocolos distintos para tipos tumorais e múltiplas escolhas de 

drogas do ponto de vista dos oncologistas. Assim, os patologistas cirúrgicos enfrentam 

desafios diários na escolha de qual clone usar e como pontuar (células tumorais, células 

imunes, pontuações combinadas, etc.) [40] [46, 47]. 

A metodologia neste estudo incluiu o uso de TMAs, treinando o algoritmo 

para reconhecer os poços com morfologias predominantemente de baixo e alto grau, 

identificar e quantificar a expressão de PD-L1 no interior de células tumorais e calcular 

a densidade de células CD8 positivas dos poços do TMA. O uso do protocolo 

classificador de árvores aleatórias para treinar e testar o algoritmo foi tentado com 

resultados prévios. [14, 22] Em nossa coorte de câncer de bexiga, as características 

morfológicas que permitiram melhor distinção entre o grau do tumor são semelhantes às 

usadas rotineiramente pelos patologistas na atribuição de malignidade de forma 

subjetiva: tamanho nuclear e hipercromasia (área do poço e densidade óptica), 

circularidade nuclear, perímetro nuclear, razão nuclear para citoplasmática ou celular e 

área celular. Essa característica complementado com a validação do cálculo da 

densidade celular calculada pela identificação de células DAB positivas (CD8 e PD-L1), 

e como PD-L1 é um marcador que pode positivar tanto células tumorais quanto 

imunológicas, após treinamento de identificação de células, o cálculo foi baseado 

apenas na morfologia de células tumorais positivas para PD-L1. Ambos tiveram 

correlação muito boa com o estado atual que é analisado por patologistas experientes 
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usando densidade de células imunes expressa por porcentagem de área ou porcentagem 

de células tumorais positivas para PD-L1, como o score de proporção tumoral.  

Pudemos demonstrar a utilidade do QuPath na identificação e pontuação de 

células tumorais e na quantificação de IHC, bem como demonstramos passo a passo as 

direções de uso do programa de maneira muito básica. O objetivo foi ilustrar com 

imagens uma maneira fácil de usar esta plataforma gratuita com pouca experiência em 

programação ou mesmo em patologia digital. Com a disponibilidade crescente e custos 

decrescentes para hardware de digitalização de lâminas inteiras, a chance de usar um 

software em pesquisa e diagnóstico é reprodutível e produzirá grandes quantidades de 

dados e descoberta de biomarcadores. [51-53] No mundo pós-pandemia, esperamos que 

o uso de imagens digitais e a quantificação sejam amplamente utilizados tanto em 

diagnósticos clínicos quanto em pesquisas, pois foram validados em muitos centros [52, 

54]. 

Conclui-se que a patologia digital é de fácil uso, disponibilidade e baixo 

custo, sendo concordante com a avaliação patológica em ambos os marcadores PD-L1 e 

CD8 nas amostras de câncer de bexiga. 

 

Legenda das figuras 

 

 



58 

 

Figura 1 – Os dois blocos em microarrays de tecido compreendendo 140 poços (9 

poços com tecido ausente), após procedimento de dearraying QuPath. Há 7 colunas e 10 

linhas. Um pequeno script foi executado para renomear os poços de 1-140. Todos os 

poços restantes tinham pelo menos 200 células tumorais disponíveis para análise. 

 

 

 

Figura 2 – A, core 61 mostrando tumor de alto grau com formação papilar. Após a 

Detecção de Células, o software mostra os poços detectados (contornos vermelhos) e a 

expansão celular para cada célula (Ampliar em C e D). Para este poço, houve 30.204 

detecções de celular. O painel E mostra os poços de TMA de 1 a 70 e com o quadrado 

azul enfatizando o core #61. 
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Figura 3 – Mapa de calor de medição de razão de área nuclear para célula. O painel A 

mostra a seção HE de carcinoma urotelial papilar invasivo de alto grau (poço 34), com o 

mapa de calor colorido em cada detecção celular (C). Para o roxo significa uma relação 

N:C mais baixa e para o amarelo uma relação mais alta. B e D são ampliados em áreas 

de imagens A e C correspondentes (quadrados azuis). As visualizações do mapa de 

calor podem ser definidas para qualquer uma das medições de saída. O painel E mostra 

o histograma para todas as células nas medições por valores normalizados no software. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Anotações de treinamento mostrando estroma (linha verde, painel A), 

carcinoma urotelial de alto grau (linhas verdes e amarelas, painel B), carcinoma 

urotelial de baixo grau, painel C. No painel D, após a primeira saída do mapa de calor 

colorido, o patologista corrigiu a área erroneamente atribuída como alto grau 

(vermelho). 
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Figura 5 – Representação final do mapa de calor de grau tumoral em ambos os TMAs 

(vermelho é de baixo grau, verde é de alto grau e estroma (tecido não tumoral). 

 

 

 

Figura 6 – Coloração IHC original para Core #119 mostrando CD8 em baixa potência 

(A) e colorido pelo software (vermelho é positivo e azul é negativo, B) e uma região de 

alta potência (C e D). Os painéis E, F, G e H são do mesmo poço corado com PD-L1 (as 

saídas de cores são azul para negativo, amarelo para positividade fraca, laranja para 

positividade moderada e vermelho para positividade forte). Essas pontuações são usadas 

para análise de H-score (0-300). 
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Figura 7 – Análise de correlação e consistência interna da imunoexpressão para CD8 e 

PDL1 por meio de um algoritmo. *p<0,001, correlação de Spearman no software 

Prisma. 
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4.2 Capítulo 2 

 
“Expressão de GSK3-β, PD-L1 e CD8 em carcinomas uroteliais, associação 

com o grau do tumor e sobrevida global” (Expression of tumoral GSK3-β, PD-L1, and 

CD8 cell density in urothelial carcinomas, association with tumor grade and overall 

survival). 

Este artigo seguiu as normas de publicação do periódico Journal of 

Pathology, Microbiology and Immunology - the APMIS journal (APMIS-0-0- 7534). 
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Resumo 

Objetivo: Investigar a expressão proteica de PD-L1 e GSK-3β e o infiltrado 

imunológico com CD8 em carcinomas de bexiga. 

Materiais e métodos: Este foi um estudo transversal e retrospectivo, composto por 140 

amostras de carcinomas uroteliais de 2015 a 2018. Análise de escore em uma 

plataforma automatizada digitalmente assistida e análises convencionais dos marcadores 

de GSK-3β (27C10), CD8 (7103β) e PDL-1 (22c3), foram revisados por dois 

patologistas de forma independente e um escore histológico foi calculado. A densidade 

de CD8 também foi avaliada. Testes de Mann-Whitney, X², Log-Rank Mantel-Cox e 

regressão de Cox foram usados (SPSS, p<0.05). 

Resultados: A imunoexpressão de GSK-3β (91%) esteve presente na maioria das 

amostras, PD-L1 em 62,9% e células CD8 presentes em 46,3% dos casos. Quando 

analisados em conjunto, os níveis de GSK-3β e PD-L1 (p=0,033), e CD8 e PD-L1 

(p<0,002) apresentaram correlações significativas. Não foram observadas associações 

significativas entre GSK-3β e CD8. A positividade de GSK-3β e PD-L1 foi 

predominante em tumores de alto grau e em análise multivariada o grau tumoral 

(p=0.040) e a imunoexpressão de PDL1 (p=0.043) influenciaram significantemente a 

sobrevida livre de doença e sobrevida global. 

Conclusão: Na maioria das amostras foram observados positividade de células CD8 no 

infiltrado, sendo os mesmos associados ao prognóstico. Dados esses que contribuem 

para o mlehor entendimento dos mecanismos imune envolvidos no câncer de bexiga. 

Um aumento da expressão de CD8, GSK-3β e PDL1 pode ser valiosa e GSK-3β pode 

ser um alvo potencial na detecção do câncer de bexiga avançado, especialmente no 

contexto da avaliação da resposta a imunoterapia. 

Palavras chaves: Câncer de bexiga, Carcinoma urotelial, Imunoterapia, PD-L1, GSK-

3β, CD8, Imuno-histoquímica. 
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Introdução 

O câncer de bexiga é a neoplasia mais comum do trato urinário e é a primeira 

causa de morte entre os cânceres urológicos humanos. Mais de 575 mil novos casos de 

câncer de bexiga são estimados em todo o mundo para 2020 - 2022, variando de acordo 

com regiões específicas. (1) Índices do Instituto Nacional do Câncer (INCA) mostraram 

que a taxa de novos casos de câncer de bexiga no Brasil de 2020 a 2022 seria de 7.590 

casos para homens e 3.050 para mulheres. (2) O subtipo histológico mais comum é o 

carcinoma urotelial e suas variantes, seguido pelo carcinoma espinocelular e 

adenocarcinoma. O carcinoma urotelial é mais frequente em homens do que em 

mulheres, com proporções de 3:1, acompanhado por altas taxas de incidência 

proporcionalmente na faixa etária de 60 a 70 anos e por altas taxas de recidiva após a 

ressecção. (3) 

A glicogênio sintase quinase (GSK-3) é uma serina/treonina quinase que foi 

originalmente identificada como reguladora do metabolismo do glicogênio, composta 

pelas duas isoformas GSK-α e GSK-β (GSK-3β) e ambas codificadas por diferentes 

genes localizados no cromossomo /7, cromossomo/19, cromossomo/16, cromossomo/3. 

(4) (5) (6) Recentemente, vários estudos observaram que a GSK-3β está diretamente 

ligada aos processos de transformação neoplásica, crescimento tumoral e metástase. (7, 

8) A GSK-3β foi identificada como um novo alvo terapêutico promissor no câncer de 

bexiga. (5) Mais recentemente, uma nova molécula que atua como inibidor de GSK-3β, 

9-ING-41, mostrou atividade antitumoral em linhagens celulares de câncer de bexiga. 

(9) Clinicamente, essa droga tem demonstrado efeitos antitumorais em neuroblastoma, 

linfoma de células B, glioblastoma, câncer de ovário, pâncreas, rim e mama. (6) 

A GSK-3β tem demonstrado atuar na regulação do ciclo celular, apoptose e 

resposta imune em diversos tipos de câncer, com sua marcação nuclear ligada ao alto 

grau tumoral. É constitutivamente ativo nas células T em repouso. (7,8) A proteína de 

morte celular programada 1 (PD-1) é um receptor inibitório também presente nas 

células T, e com seu ligante provoca a indução e manutenção da resposta imune. Assim, 

a interação de PD1 e PD-L1 aumenta a atividade das células T, causando uma reação 

antitumoral e a inativação de GSK-β bloqueia a expressão de PD1 em linfócitos CD8. 

(17) A expressão de GSK-3β ativa também pode inibir a proliferação de células T. (18) 

Neste estudo, nosso objetivo foi avaliar a imunomarcação de GSK-3β em câncer de 
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bexiga e sua associação com o escore de proporção tumoral PD-L1 e células infiltrantes 

CD8 positivas no microambiente tumoral, sobrevida global, livre da doença e série de 

carcinomas uroteliais. 

 

Materiais e métodos 

 

Amostras 

Trata-se de um estudo observacional, transversal, retrospectivo e analítico em 

uma população diagnosticada com câncer de bexiga em uma única instituição entre 

2015 e 2018. 

Cento e quarenta (140) pacientes com carcinoma urotelial provenientes de 

amostras de ressecções transuretrais e cistectomias radicais, foram analisados e 

incluídos de acordo com os critérios de inclusão. Os dados clínicos e laboratoriais foram 

coletados em prontuários eletrônicos nas respectivas unidades hospitalares onde cada 

paciente estava sendo acompanhado. Foram incluídas todas as amostras de pacientes 

com diagnóstico de câncer de bexiga invasivo e não invasivo confirmado por análise 

histológica, com material suficiente para a construção do Tissue Microarray (TMA). 

Foram excluídas as amostras que não possuíam materiais disponíveis para a construção 

do TMA, que foram submetidas à terapia neoadjuvante, BCG e radioterapia antes da 

captação das amostras. Os blocos e lâminas foram corados com hematoxilina e eosina 

(HE). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal do Ceará (Protocolo: 3.997.304). 

 

Microarray tecidual e imuno-histoquímica 

O preparo da TMA foi descrito de acordo com Filho et al. (2021). 

Resumidamente, as lâminas histológicas foram revisadas por um patologista 

geniturinário experiente e foram selecionadas áreas da frente invasiva do tumor e áreas 

com presença de inflamação. Os blocos de parafina foram submetidos a cortes 

histológicos de 3µm, posteriormente fixados em lâminas de microscópio FLEX IHC 

(Agilent®). A imunocoloração GSK-3β (27C10, 1:100, CellSignaling®), CD8 (m7103, 

Dako®) e PDL-1 (22c3, Dako®) foi realizada de acordo com protocolos individuais 

para cada anticorpo em máquinas Ventana BenchMarck GX, Agilent Autostainer e 

reação manual. 
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Resumidamente, o GSK-3β seguiu o processo de recuperação do antígeno 

no equipamento PT Link com solução tampão pH 6,0, uso do kit Envision Flex 

(Agilent) para bloqueio da peroxidase endógena, incubação durante a noite com 

anticorpo primário (correspondente a 12 horas de reação), amplificação imunológica e 

contracoloração com EnVision FLEX (Dako® K4065) + DAB (Dako® K3469). 

As lâminas foram digitalizadas no equipamento 3DHistech (Pannoramic 

Desk®). Os arquivos foram então importados para o software Qupath ®, o que permitiu 

ampla análise. Os arquivos foram carregados em um projeto no software QuPath 

(código-fonte do QuPath, documentação e links para download do software estão 

disponíveis em https://qupath.github.io). O recurso de segmentação do QuPath pode 

detectar milhares de células, identificá-las como objetos de maneira hierárquica abaixo 

da anotação, poços de TMA ou casos e medir a morfologia celular e a expressão de 

biomarcadores ao mesmo tempo. 

A densidade de CD8 foi calculada executando um script no QuPath com 

uma saída de células positivas para CD8/mm² de tecido (para cada poço). Para 

pontuação PD-L1 e GSK-3β, as análises foram executadas com base na detecção de 

células positivas e coloração de membrana, nuclear e citoplasma. A quantificação de 

citoplasma positivo (coloração DAB média) foi medida apenas em células detectadas 

como tumorais e ausência de estroma e outras células. A saída do QuPath foi capaz de 

identificar números de células GSK-3Β positivas/mm² e, além disso, o método H-score 

foi aplicado pelo software, baseado na extensão e intensidade da coloração 

citoplasmática (1-3), multiplicada pela porcentagem de células positivas (pontuação de 

proporção), com uma faixa de escore variando de 0-300. 

Análise do patologista 

Todos os casos avaliados por análises de software no QuPath foram 

confirmados por dois patologistas experientes (> 10 anos de experiência) (FT e CDN). 

As lâminas de avaliação foram digitalizadas em aumento de 400x digitalizadas no 

equipamento 3DHistech (Pannoramic Desk®). Essas análises foram calibradas com 

excelente concordância entre elas (coeficiente de correlação interclasse = 0,810, = 0,991 

e 0,920 para CD8, PDL1 e GSK-3β, respectivamente). A contagem do número de 

células, porcentagem e intensidade de imunocoloração foi realizada por cada patologista 

para marcação de CD8+/mm² e GSK-3β para calcular o H-score. Um patologista pontua 
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PD-L1 em cada poço usando o método estabelecido de Tumor Proportion Score (TPS) 

(0-100) (DUDNIK et al., 2021; RODRIGUES et al., 2022). Foi definido como a 

porcentagem de células tumorais viáveis mostrando coloração PD-L1 de membrana 

parcial ou completa em qualquer intensidade. 

Abordagem Estatística 

A mediana ± DP da imunocoloração foi calculada por cada método e analisada 

pela correlação de Spearman e teste de Mann-Whitney (ambos dados não paramétricos). 

Os dados clínicos foram apresentados como frequências absolutas e percentuais e a 

imunocoloração de cada imunomarcador foi categorizada por pontos de cortes por 

conveniência (ponto de corte GSK-3β H-score = 100; CD8 = ponto de corte = 20; ponto 

de corte PDL1 = 0) e associada aos dados clínicos pelo teste de qui-quadrado. As curvas 

de Kaplan-Meier foram usadas para calcular o tempo livre de recorrência (recidiva 

local, segundo tumor primário, metástase por via linfonodal ou à distância, após o início 

do tratamento e óbito) e a sobrevida global (mortalidade dos pacientes com carcinoma 

urotelial) e o modelo de regressão Log-Rank de Mantel-Cox e Cox foram usados para 

determinar os fatores de risco para recorrência e óbito. Todas as análises foram 

realizadas no SPSS v20.0 for Windows (IMB®). 

Adicionalmente, curvas ROC foram utilizadas para os marcadores tendo como 

desfecho o óbito, a fim de estimar pontos de imunoexpressão sugestivos de pior 

prognóstico. 

Resultados 

Caracterização clínica e epidemiológica de pacientes com carcinoma urotelial 

Foram incluídos 140 pacientes, com amostras obtidas por ressecção 

transuretral ou cistectomias totais. A coorte final constituiu de 140 amostras de tecido 

de  carcinoma urotelial, a maioria de homens (n=109, 77,9%). A média de idade dos 

pacientes foi de 74,9±13,1 anos, variando de 24 a 108 anos. A maioria dos pacientes 

tinha mais de 70 anos (n=93, 66,4%). Tabagismo e hipertensão arterial sistêmica foram 

descritos em 21 pacientes e diabetes mellitus em apenas quatro (Tabela 1). 

A maioria foi submetida a cirurgia, seja ressecção transuretral da bexiga ou 

cistectomia, (n=73, 88,0%), 27 (32,5%) pacientes foram submetidos à quimioterapia 
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adjuvante e 8 (9,6%) à radioterapia adjuvante. Histologicamente, invasão do músculo 

esteve presente em 83 (59,3%) pacientes e necrose em 24 (17,1%). A maioria dos 

tumores foi classificada como de alto grau (n=101, 75,9%). Todos os tumores invasivos 

eram de alto grau (n=66, 65.3%) (Tabela 1).  

As curvas ROC determinaram como pontos de corte sugestivos de 

prognóstico (>0%) para PDL1, (>200) para GSK e (>20) para CD8. 

 

Perfil de imunoexpressão para GSK-3β em pacientes com câncer de bexiga e sua 

relação com a imunoexpressão de CD8 e PDL1 

Alta imunoexpressão de GSK-3β (H-score acima de 200) foi observada em 12 

pacientes (9,0%) (Figura A e B) e seis amostras não puderam ser avaliadas devido à 

perda de tecido nos cortes. No geral, o escore H médio da GSK-3β foi de 71,98±73,98, 

variando de 0 a 300. A GSK-3β nuclear foi observada em 25 casos (18,8%) indicando 

maior agressividade tumoral conforme exposto na literatura, dos quais 20 (80,0%) casos 

eram de alto grau (p = 0,598). Tumores com GSK-3β nuclear apresentaram PD-L1 

TPS+ de 60,7%, comparado a TPS de 63,4% em tumores sem GSK-3β nuclear 

(p=0,793) (Tabela 2). 

Em relação ao PDL1, 52 (37,1%) pacientes não apresentaram imunoexpressão 

tumoral para PDLI e 88 (62,9%) apresentaram marcação focal. A pontuação média de 

proporção tumoral PDL1 (TPS) foi de 9,00±23,60%, variando de 0 a 100 (Tabelas 2, 3 e 

4, Figura 1c e d). 

Os linfócitos CD8+ positivos estavam totalmente ausentes em apenas quatro 

amostras (2,9%). A densidade média de CD8 foi de 61,10±101,94 células/mm², 

variando de 0 a 538 células/mm². Setenta e cinco (54,0%) amostras apresentaram menos 

de 20 células/mm² e 64 (46,0%) exibiram mais de 20 células/mm² (Figura 1E e F). 

Apenas uma amostra não foi avaliada devido à perda tecidual na coloração 

imunoistoquímica de CD8. 

Houve associação significativa entre GSK-3β e PDL1 (p=0,033), mas não do 

GSK-3β com CD8 (p=0,760). No entanto, a imunoexpressão de CD8 foi 

significativamente associada à positividade do tumor PDL1 (p<0,002) (Tabela 4).  

A imunoexpressão de GSK-3β não foi significativamente influenciada por 

quaisquer características clínicas, terapêuticas e histopatológicas. A positividade de 
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PDL1 foi associada a tumores de alto grau (p=0,030) e a densidade de linfócitos CD8+ 

foi inversamente associada ao tratamento prévio com RT (p=0,021) (Tabela 4). 

  

Análise da sobrevida global e livre de doença no câncer de bexiga com invasão da 

camada muscular 

 

No geral, a sobrevida média livre de recidiva foi de 50,63±7,66 meses, com 

80,0% dos pacientes sem recidiva em 2021. A sobrevida global média foi de 

76,06±4,69, com 89,5% dos pacientes vivos no período avaliado. Na análise univariada, 

nenhuma variável afetou o tempo livre de recaída. A positividade de PDL1 na análise 

multivariada, teve um risco 5,81 vezes maior em pacientes com recorrência (IC 95% 

1,06-31,80). Tumores de alto grau, como esperado, aumentam o risco de recorrência em 

9,09 (IC 95% 1,11-100,00) vezes, independente das demais variáveis (Tabela 5). 

 

Discussão 

 

O estudo investigou 140 casos de câncer de bexiga, uma coorte predominante 

no sexo masculino com proporção de 3:1 e mais da metade dos pacientes tinha mais de 

75 anos, semelhante à literatura recente. (1) (19) (20) A incidência de câncer de bexiga 

no mundo apresenta diferenças de acordo com os padrões geográficos, com maior 

prevalência em fumantes. Ao longo do tempo, alguns países, como Espanha, Holanda, 

Alemanha e Rússia, aumentaram o número de mulheres com câncer de bexiga devido ao 

aumento do consumo de tabaco. (21) Infelizmente, não tivemos história de tabagismo 

em todos os pacientes por falta de dados nos prontuários eletrônicos, sendo uma das 

limitações do estudo. 

O bloqueio do checkpoint imunológico com anti-PD1 ou anti-PDL1 é um 

tratamento altamente promissor para carcinomas uroteliais. Um estudo recente de fase 

III para carcinoma de bexiga músculo-invasivo comparou nivolumabe adjuvante com 

placebo, mostrou uma sobrevida livre de doença mais prolongada, especialmente em 

pacientes com mais de 1% de expressão de PD-L1. (22) Neste estudo, mais de 60% dos 

pacientes apresentaram pelo menos 1% de positividade para PD-L1, com forte 

associação com infiltrados imunes CD8-positivos e uma associação em grau menor com 

a expressão de GSK-3β. Outros estudos avaliaram pembrolizumabe e atezolizumabe em 
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combinação ou monoterapia, com melhor resposta global em pacientes com tumores 

PD-L1 positivos. (23) (24) Atualmente, esses medicamentos são aprovados em alguns 

países como monoterapia para pacientes positivos para PD-L1 (escore acima de 5%) 

considerados inelegíveis para cisplatina. (25) 

A expressão de GSK-3β já foi descrita em pacientes com câncer de mama, 

pulmão, pâncreas, câncer colorretal e leucemia. (26) (27) No entanto, o papel específico 

dessa proteína no câncer de bexiga ainda é desconhecido. (28) (9) (10) A associação de 

PD-L1 e GSK-3β tem sido estudada em outras neoplasias, e os presentes achados de que 

pacientes com PD-L1 tiveram maior frequência de expressão forte de GSK-3β, já foram 

relatados anteriormente. (29) Apesar de não encontrar uma correlação significativa de 

GSK-3β com linfócitos infiltrantes de CD8, sugeriu-se que a inativação por GSK-3β 

bloqueia a expressão de PD1 em linfócitos T citotóxicos CD8+, aumentando a 

imunidade celular por meio dessa regulação negativa de PD-1. (30, 31) 

Os dados deste estudo mostraram uma correlação significativa entre a 

densidade de linfócitos CD8 e com a expressão tumoral de PD-L1. Além disso, 

pacientes com maior índice de GSK-3β apresentaram positividade para PDL1, 

sugerindo desregulação do comportamento celular, causando maior expressão de PD-

L1, e possivelmente causando evasão nos mecanismos de imunidade. (32) Com base 

nessa suposição, quando essa associação foi avaliada em pacientes tratados com 

radioterapia, as células T, que também podem superexpressar PDL-1, contribuem para a 

prevenção do reconhecimento de células tumorais. Assim, nossos dados mostraram que 

os tumores tratados com radioterapia apresentaram menor expressão de CD8, 

diferentemente dos casos não irradiados. Em um estudo “in vitro” de Lhuillier et al 

2021, foi possível avaliar a imunogenicidade de neoepítopos que foram suprarregulados 

pela radiação, observando que a radioterapia aumenta a presença de genes codificadores 

de neoepítopos imunogênicos do MHC-I e MHC-II, resultando em expressão de TCD8 

e resposta celular CD4, mas é necessários mais estudos complementares para 

compreender essa imoexpressão. (33) 

Embora os achados não tenham encontrado associação significativa na análise 

da sobrevida global, a expressão de PD-L1 isoladamente foi associada à recorrência, 

como visto por Gu et al. no câncer gástrico. (34) No entanto, estes são resultados 

preliminares em um coorte retrospectiva de um cenário de tratamento heterogêneo. A 

regulação da expressão de PD-L1 pode afetar o efeito terapêutico dos inibidores do 
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checkpoint imunológico. Um estudo sugeriu que GSK-3β interage e fosforila PD-L1, 

permitindo assim a estabilização de PD-L1 e, assim, suprimindo a atividade das células 

T. (35) Em um estudo de melanoma, por exemplo, eEF2K, que promove a proliferação 

de células cancerígenas regulando a glicólise aeróbica, foi positivamente correlacionado 

com a expressão de PD-L1 e fosfo-GSK-3β, sugerindo um mecanismo molecular 

subjacente à regulação de PD-L1 tumoral e descoberto um papel inibitório de eEF2K e 

GSK-3β na imunidade antitumoral. (36) 

Neste estudo, foi usado uma poderosa ferramenta de patologia digital para 

medir a expressão de PD-L1 e GSK-3β juntamente com infiltrados de células CD8-

positivas, com confirmação por avaliação de um patologista. Sabe-se que no câncer a 

GSK-3β tem atividades de promoção e supressão tumoral, assim, pode ser um alvo 

potencial no câncer de bexiga avançado, e os inibidores podem servir como terapia 

adjuvante, especialmente no contexto da imunoterapia, para pacientes que não são 

candidatos à terapia convencional ou cirurgia. 
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Figura 1. Painel esquemático mostrando os resultados da reação imuno-histoquímica 

para GSK-3β (A e B), PD-L1 (C e D) e CD8 (E e F). Os painéis B, D e F são 

representações gráficas das saídas de cores do Qupath. As saídas de cores para PD-L1 e 

GSK são azul para negativo, amarelo para positividade fraca, laranja para positividade 

moderada e vermelho para positividade forte. Essas pontuações são usadas na 

calculadora o H-score. A saída de cor para detecção positiva de CD8 usou um único 

limite (vermelho) para células positivas. Barra = 100μm. 
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6.TABELAS 

 

 
Tabela 1: Perfil clínico e histopatológico de pacientes com câncer de bexiga 

 

n (%) 

Sexo 

 Feminino 31 (22.1%) 

Masculino 109 (77.9%) 

Idade (Média 74.9±13.1; Amplitude 24-108) 

 Abaixo de 70 47 (33.6%) 

>70 93 (66.4%) 

Fatores de risco  

Tabagista 21 (15.1%) 

Hipertensão 21 (15.0%) 

Diabetes Mellitos (DM) 4 (2.9%) 

Tratamento  

Cirurgia 73 (88.0%) 

Quimioterapia adjuvante 27 (32.5%) 

Radioterapia Adjuvante 8 (9.6%) 

Características Histológicas  

Invasão muscular 83 (59.3%) 

Invasão / Baixo grau 14 (43.8%) 

Invasão / Alto grau 66 (65.3%) 

Necrose 24 (17.1%) 

Grau Patológico 

 Baixo grau 32 (24.1%) 

Alto grau 101 (75.9%) 
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Tabela 2: Influência de variáveis sociodemográficas na densidade celular CD8 positiva, imunoexpressão de PD-L1 e GSK-3β, tempo livre de recidiva e sobrevida global de 

pacientes com carcinoma urotelial de bexiga. 

 

*p<0,05, aTeste qui-quadrado ou teste exato de Fisher (n, %); bTeste de Mann-Whitney (Média±DP); Teste de Mantel-Cox cLog-Rank tempo mediano±DP e tempo mediano 

de sobrevida livre de recorrência e sobrevida global calculados usando curvas de Kaplan-Meier). IC95% = intervalo de confiança de 95%; SLR = Sobrevida livre de recidiva; 

GS = sobrevida global; H-score = Histoscore.  

*p<0,05, a - Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (n, %); 

 

  GSK-3β H-score p PDL1 TPS p- CD8 (cells/mm²) p- 
 

Tempo livre de recorrência p- Sobrevida global p- 

  Menor 200 >200 Valora 

0% 
>0% 

Valora 

Menor 20 >20 Valora 
RFT (%) Média ±SD (CI95%) 

Média 

(CI95%) 
Valorc SG (%) Média +SD (CI95%) Média (CI95%) Valorc 

Total 122 (91.0%) 12 (9.0%) - 

 

52 (37.1%) 
88 (62.9%) 

- 

 

75 (54.0%) 

 

64 (46.0%) 

 

0 

 

68 (80.0%) 

 

50.63±7.66 (35.63-65.64) 

 

47 (40.26-53.74) 
- 77 (89.5%) 

 

76.06±4.69 (66.86-85.26) 
(-) 

 Sexo 

   

 

  

   
   

     Feminino 20 (21.3%) 10 (25.0%) 0.636 10 (19.2%) 21 (23.9%) 0.524 16 (21.3%) 15 (23.4%) 0.766 12 (75.0%) 41.05±3.61 (33.98-48.12) 47 (40.51-53.49) 0.947 15 (93.8%) 46.00±2.85 (40.42-51.58) (-) 0.441 

Masculino 74 (78.7%) 30 (75.0%) 

 

42 (80.8%) 67 (76.1%) 

 

59 (78.7%) 49 (76.6%)  56 (81.2%) 53.75±9.37 (35.39-72.11) 52 (36.26-67.74) 

 

62 (88.6%) 74.11±5.91 (62.54-85.69) (-) 

 Idade 

   

 

  

   
   

 
   

 Menor 70 34 (36.2%) 10 (25.0%) 0.208 22 (42.3%) 25 (28.4%) 0.092 28 (37.3%) 18 (28.1%) 0.250 26 (81.3%) 44.34±3.17 (38.13-50.55) 47 (38.89-55.11) 0.470 32 (100.0%) (-) (-) 0.014 

>70 60 (63.8%) 30 (75.0%) 

 

30 (57.7%) 63 (71.6%) 

 

47 (62.7%) 46 (71.9%)  42 (79.2%) 59.08±7.97 (43.46-74.69) (-) 

 

45 (83.3%) 68.58±6.81 (55.22-81.93) (-) 

 Tabagista 

   

 

  

   
   

 
   

 No 77 (82.8%) 35 (87.5%) 0.495 41 (80.4%) 77 (87.5%) 0.259 64 (86.5%) 53 (82.8%) 0.549 51 (78.5%) 51.16±8.36 (34.77-67.55) 52 (43.08-60.92) 0.699 59 (90.8%) 79.76±3.61 (72.69-86.84) (-) 0.529 

Yes 16 (17.2%) 5 (12.5%) 

 

10 (19.6%) 11 (12.5%) 

 

10 (13.5%) 11 (17.2%)  17 (85.0%) 39.14±2.19 (34.85-43.42) 41 (36.63-45.37) 

 

18 (85.7%) 38.04±2.72 (32.71-43.38) 41 (0.00-88.42) 

 Hipertensão 

   

 

  

   
   

 
   

 No 80 (85.1%) 34 (85.0%) 0.987 47 (90.4%) 72 (81.8%) 0.170 64 (85.3%) 54 (84.4%) 0.875 53 (81.5%) 53.03±8.31 (36.75-69.32) 52 (43.06-60.94) 0.170 60 (92.3%) 79.09±4.71 (69.86-88.32) (-) 0.084 

Yes 14 (14.9%) 6 (15.0%) 

 

5 (9.6%) 16 (18.2%) 

 

11 (14.7%) 10 (15.6%)  15 (75.0%) 32.23±3.19 (25.96-38.49) (-) 

 

17 (81.0%) 32.90±3.18 (26.65-39.14) (-) 

 DM 

   

 

  

   
   

 
   

 No 92 (97.9%) 38 (95.0%) 0.371 51 (98.1%) 85 (96.6%) 0.610 73 (97.3%) 62 (96.9%) 0.872 65 (80.2%) 50.89±7.68 (35.83-65.96) 47 (40.25-53.75) 0.477 74 (90.2%) 76.68±4.71 (67.46-85.91) (-) 0.198 

Yes 2 (2.1%) 2 (5.0%) 

 

1 (1.9%) 3 (3.4%) 

 

2 (2.7%) 2 (3.1%)  3 (75.0%) 26.50±7.36 (12.07-40.93) (-) 

 

3 (75.0%) 26.50±7.36 (12.07-40.93) (-) 
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Tabela 3: Influência das modalidades terapêuticas na imunoexpressão de GSK-3β, tempo livre de recorrência e sobrevida global de pacientes com carcinoma urotelial de 

bexiga. 

 

  GSK-3β H-score p- PDL1 TPS p- CD8 (cells/mm²) p- 
 

Tempo livre de recorrência p- Sobrevida Global p- 

  Menor 200 >200 valor 

0% 
>0% 

valora 

Menor 20 >20 Valora 
RSL (%) Média ±SD (CI95%) Média (CI95%) Valor SG (%) Média ±SD (CI95%) 

Média 

(CI95%) 
Valor 

Cirurgia radical 

    

 

 

   
   

 
   

 Não 7 (12.7%) 3 (11.5%) 0.879 9 (12.0%) 1 (16.7%) 0.738 5 (16.1%) 5 (9.6%) 0.378 9 (90.0%) 39.90±3.89 (32.28-47.52) (-) 0.620 9 (90.0%) 39.90±3.89 (32.28-47.52) (-) 0.946 

Sim 48 (87.3%) 23 (88.5%) 

 

66 (88.0%) 5 (83.3%) 

 

26 (83.9%) 47 (90.4%)  55 (78.6%) 41.16±2.39 (36.47-45.85) 47 (38.41-55.59) 

 

64 (90.1%) 48.01±2.15 (43.80-52.22) (-) 

 Quimioterapia 

adjuvante 

    

 

 

      

 

   

 Não 35 (63.6%) 20 (76.9%) 0.232 50 (66.7%) 5 (83.3%) 0.400 20 (64.5%) 36 (69.2%) 0.657 42 (79.2%) 41.36±2.88 (35.73-47.00) 47 (36.45-57.55) 0.813 48 (88.9%) 47.11±2.62 (41.98-52.24) (-) 0.575 

Sim 20 (36.4%) 6 (23.1%) 

 

25 (33.3%) 1 (16.7%) 

 

11 (35.5%) 16 (30.8%)  22 (81.5%) 40.88±3.07 (34.86-46.91) 43 (-) 

 

25 (92.6%) 45.60±2.31 (41.07-50.13) (-) 

 Radioterapia 

    

 

 

   
   

 
   

 No 

50 (90.9%) 23 (88.5%) 

0.730 

67 (89.3%) 6 (100.0%) 

0.399 

25 (80.6%) 

50 

(96.2%)* 

0.021 
57 (79.2%) 41.39±2.37 (36.75-46.03) 47 (38.73-55.27) 0.810 66 (90.4%) 48.23±2.06 (44.19-52.28) (-) 0.730 

Yes 5 (9.1%) 3 (11.5%) 

 

8 (10.7%) 0 (0.0%) 

 

6 (19.4%)* 2 (3.8%)  7 (87.5%) 30.71±3.97 (22.94-38.49) (-) 

 

7 (87.5%) 30.71±3.97 (22.94-38.49) (-) 

  

*p<0,05, um Teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher (n, %); bTeste de Mann-Whitney (mediana±DP); Teste de Mantel-Cox do cLog-Rank (tempo mediano±DP e sobrevida 

livre de recorrência mediada e sobrevida global calculada usando curvas de Kaplan-Meier). IC95% = intervalo de confiança de 95%; SLR = Sobrevida livre de recidiva; GS = 

sobrevida global; H-score = Histoscore; RSL: Sobrevida livre de recorrência.  
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Tabela 4: Influencia da densidade de linfócitos CD8-positivos e a imunoexpressão de PDL1 na imunoexpressão de GSK-3β, tempo livre de 

recorrência e sobrevida global de pacientes com carcinoma urotelial. 

  GSK-3β H-score  p- PDL1 TPS p-  CD8 (cells/mm²) p-   Tempo livre de recorrência p-  Sobrevida Global p-  

  Menor 200 >200 valor 

0% 
>0% 

valora 

Até 20 >20 valora 
SLR (%) Média ±SD (CI95%) 

Média 

(CI95%) 
Valor SG (%) Média ±SD (CI95%) 

Média 

(CI95%) 
Valor 

Grau Patológico 

    

 

 

   
   

 
   

 Baixo grau 25 (28.1%) 6 (15.4%) 0.123 16 (33.3%)* 16 (18.8%) 0.030 19 (26.0%) 13 (22.0%) 0.595 14 (70.0%) 38.73±3.66 (31.55-45.91) 47 (-) 0.500 19 (95.0%) 44.70±2.24 (40.31-49.09) (-) 0.271 

Alto grau 

64 (71.9%) 33 (84.6%) 

 

32 (66.7%) 69 (81.2%)* 

 

54 (74.0%) 46 (78.0%)  
51 (82.3%) 54.94±9.91 (35.52-74.37) 

52 (36.28-

67.72) 

 

55 (87.3%) 71.80±6.58 (58.90-84.70) (-) 

 Invasão Muscular 

    

 

 

   
   

 
   

 Não 

37 (39.4%) 17 (42.5%) 

0.735 

18 (34.6%) 39 (44.3%) 

0.259 

31 (41.3%) 26 (40.6%) 

0.933 
25 (75.8%) 41.19±3.26 (34.80-47.59) 

47 (40.94-

53.06) 
0.692 30 (88.2%) 46.92±3.21 (40.63-53.22) (-) 0.805 

Sim 57 (60.6%) 23 (57.5%) 

 

34 (65.4%) 49 (55.7%) 

 

44 (58.7%) 38 (59.4%)  43 (82.7%) 66.86±7.63 (51.90-81.82)  (-) 

 

47 (90.4%) 79.72±3.96 (71.95-87.48) (-) 

 Necrose 

    

 

 

   
   

 
   

 Não 

77 (81.9%) 34 (85.0%) 

0.665 

41 (78.8%) 75 (85.2%) 

0.333 

62 (82.7%) 54 (84.4%) 

0.787 
54 (78.3%) 40.53±2.47 (35.68-45.38) 

47 (39.61-

54.39) 
0.245 62 (88.6%) 46.95±2.35 (42.34-51.56) (-) 0.472 

Sim 17 (18.1%) 6 (15.0%) 

 

11 (21.2%) 13 (14.8%) 

 

13 (17.3%) 10 (15.6%)  14 (87.5%) 78.69±6.82 (65.32-92.06)  (-) 

 

15 (93.8%) 83.75±5.08 (73.79-93.71) (-) 

 CD8 (cells/mm2) 

    

 

 

   
   

 
   

 Up to 20 

65 (53.7%) 7 (58.3%) 

0.760 

37 (71.2%)* 38 (43.7%) 

0.002 

- 

- 

- 
33 (78.6%) 51.08±9.09 (33.26-68.90) 

52 (39.08-

64.92) 
0.889 37 (88.1%) 77.83±4.71 (68.61-87.05) (-) 0.692 

>20 56 (46.3%) 5 (41.7%) 

 

15 (28.8%) 49 (56.3%)* 

 

- -   34 (81.0%) 41.03±2.72 (35.70-46.35) 47 (-) 

 

39 (90.7%) 45.10±2.27 (40.64-49.56) (-) 

 PDL1 

    

 

 

   

    
   

 0 48 (39.3%)* 1 (8.3%) 0.033 - - - - - - 24 (88.9%) 43.61±2.81 (38.11-49.11) 47 (-) 0.204 25 (92.6%) 43.61±2.29 (39.12-48.10) (-) 0.497 

>0 

74 (60.7%) 11 (91.7%)* 

 

- 

- 

  - 

- 

  44 (75.9%) 48.06±7.90 (32.56-63.55) 

43 (34.18-

51.82) 

 

52 (88.1%) 73.21±6.58 (60.31-86.12) (-) 

 GSK-3β H-score 

    

 

 

   
   

 
   

 
< 100 

- - - - 

- 

- - 

- 

- 
61 (80.3%) 57.23±7.30 (42.92-71.54) 

47 (38.74-

55.26) 
0.902 69 (89.6%) 75.89±5.05 (65.95-85.76) (-) 0.633 

>100 - -   - -   - -   4 (66.7%) 43.67±10.76 (22.58-6.75) 52 (-)  5 (83.3%) 45.33±7.91 (29.83-60.84) (-)  
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*p<0,05, teste Qui-quadrado de Fisher (n, %); bTeste de Mann-Whitney (mediana±DP); Teste de Mantel-Cox do cLog-Rank (tempo mediano±DP e sobrevida livre de 

recorrência mediada e sobrevida global calculada usando curvas de Kaplan-Meier). IC95% = intervalo de confiança de 95%; SLR = Sobrevida livre de recidiva; GS = 

sobrevida global; H-score = Histoscore. 
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Tabela 5: Análise multivariada dos fatores de risco de tempo livre de recidiva e 

sobrevida global em pacientes com carcinoma urotelial de bexiga. 

  Tempo livre de recorrência   Sobrevida global 

  p-valor Ajuste HR (IC95%)   p-valor Ajuste HR (IC95%) 

Variáveis 
 

    Sexo 0.404 2.03 (0.39-10.62) 

 

0.919 0.85 (0.04-17.36) 

Idade 0.207 2.59 (0.59-11.36) 

 

0.966 2.37 (0.55-1.03) 

Tabagista 0.160 3.74 (0.60-23.50) 

 

0.995 0.99 (0.09-10.97) 

Hipertensão 0.094 4.00 (0.79-20.30) 

 

0.641 1.88 (0.13-26.48) 

DM 0.809 1.38 (0.10-18.37) 

 

0.417 3.77 (0.15-92.75) 

Quimioterapia 0.485 0.59 (0.13-2.63) 

 

0.771 1.36 (0.17-11.02) 

Radioterapia 0.456 2.65 (0.20-34.59) 

 

0.737 1.58 (0.11-22.35) 

Grau tumoral *0.040 9.09 (1.11-100.00) 

 

0.969 2.29 (0.70-7.50) 

Invasão muscular 0.917 1.08 (0.24-4.85) 

 

0.861 1.24 (0.11-14.25) 

Necrose 0.971 1.04 (0.16-6.92) 

 

0.908 1.19 (0.06-23.03) 

PD-L1 *0.043 5.81 (1.06-31.80) 

 

0.441 2.72 (0.21-34.55) 

CD8 0.966 0.97 (0.28-3.34) 

 

0.842 0.79 (0.07-8.34) 

GSK 0.352 1.98 (0.47-8.38)   0.446 2.08 (0.32-13.60) 

*p<0,05, regressão de Cox; HR = risco de risco para recorrência ou óbito; IC95% = Intervalo de 

confiança 95%. 
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6.CONCLUSÃO GERAL 

  

 

 

Nossas analises de linfócitos infiltrantes CD8+ e PD-L1 em carcinoma 

urotelial de baixo e alto grau obtiveram excelente concordância de leitura e correlação 

de Pearson significativa entre o software Qupath e patologistas afirmando que o mesmo 

pode ser utilizado na rotina diagnóstica e pesquisas cientificas.  

Adicionalmente, GSK-3β foi predominantemente expresso na maioria dos 

casos de alto grau, mostrando associação significativa com PD-L1, mas não com o 

CD8, porém, a avaliação da densidade de linfócitos de CD8+ foi intimamente associado 

ao tratamento prévio com radioterapia. 

O tempo livre de sobrevida mostrou aumento do risco de recorrência tumoral 

quando apresenta positividade para PD-L1 e o tipo histológico for de alto grau. 

São necessários mais estudos para compreensão desses marcadores avaliados, 

assim, nossos dados mostraram que ambos podem ser uma opção para futuras 

abordagens terapêuticas, mas torna-se necessário mais estudos para a compreensão da 

imunoexpressão desses biomarcadores e suas atividades no papel diagnóstico e 

prognóstico no carcinoma urotelial. 
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