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RESUMO

Bezerra ALR. Prognostico de pacientes portadores de carcinoma do pénis: papel do
papilomavirus humano. Sio Paulo; 2000. (Tese de Doutorado — Fundag@o Anténio

Prudente)

O carcinoma espinocelular infiltrativo do pénis dissemina-se principalmente para os
linfonodos regionais. O tratamento dessa neoplasia, na presenca de metastases
linfonodais, baseia-se na amputagdo e linfadenectomia bilateral. Nao existe consenso, no
entanto, em relagdo as linfadenectomias profilaticas. Considerando os altos indices de
morbidade desse procedimento, a identifica¢do de fatores prognosticos do tumor
primario ajudaria na sele¢do dos reais candidatos a ressecgdo cirtirgica dos linfonodos
regionais. Um destes fatores poderia ser o HPV, que vem sendo identificado tanto em
lesGes pré-invasivas como nos carcinomas invasivos desse Orgdo. Neste estudo
avaliamos a importancia prognostica da presenga do DNA do HPV no tumor primario de
82 pacientes, submetidos a amputa¢do do pénis e linfadenectomia bilateral no Hospital
A.C. Camargo, Sdo Paulo, no periodo de janeiro de 1953 a dezembro de 1992. A
presenca do HPV foi relacionada a wvariaveis clinicas (idade, estado civil, raga, tempo
de evolugdo da doenga, antecedentes venéreos, estadiamento cT, estadiamento cN e
cirurgia do tumor primario) e anatomopatologicas do tumor primario (grau de
diferenciac@o, espessura do tumor, presenga de permeagdo linfatica e venosa, infiltragdo
de corpos cavernosos, infiltragio de uretra, presenca de infiltrado mononuclear e

eosinofilico e presenca de coilocitose), assim como avaliada na sua provavel



interferéncia com a sobrevida e risco de obito dos pacientes. O DNA do HPV foi
detectado em 25 (30,5%) pacientes, sendo 18 (72%) HPV 16 e/ou 18, 3 (12%) HPV
31/33/35, 2 (8%) HPV 6/11, 1 (4%) HPV 45 e 1 (4%) HPV 51/52. A analise
morfologica da infec¢do viral através da presenga de coilocitose foi um método com
baixa sensibilidade (54,2%) e especificidade (50,8%), com altas taxas de resultados
falso-negativos (27,5%) e falso-positivos (68,3%). Através de analise univariada, a
presenga do DNA do HPV foi significativamente associada com faixa etaria e estado
civil, nos pacientes abaixo de 40 anos (p=0,046) e casados (p=0,025) houve maior
deteccdo do DNA viral. Houve também correlag@o significante entre a presenga do DNA
do HPV e a auséncia de permeagdo linfatica (p=0,007), sendo este o Unico fator que
permaneceu com significancia estatistica na analise multivariada (OR:0,27; IC: 0,10-
0,75) (p=0,012). A presenca ou auséncia do DNA do HPV nio esteve associada com
metastastiza¢do linfonodal (p=0,386) nem foi considerado fator de risco para obito (HR:
1,85; 1C:0,77-4,45). A sobrevida especifica por doenga aos 5 e 10 anos foi de 68,4%
para os pacientes HPV negativos e de 69,1% para os pacientes HPV positivos (p=0,830).
O unico fator que foi significativamente associado com menor sobrevida, apds analise
multivariada, foi o comprometimento metastatico dos linfonodos (HR=8,25; IC 2,74-
24,85), enquanto que a presenga de permeacdo linfatica (OR:10,82; IC:2,68-43,59) e o
estadiamento cN1 (OR:11,47; IC:1,50-87,64) e ¢N3 (OR7,23; IC1,10-47,26) foram
fatores de risco para maior incidéncia de metastases em linfonodos. Os resultados da
presente investigagdo permitem concluir que, embora o HPV esteja associado com um
certo numero de carcinomas de pénis, a presenca do DNA viral ndo parece influir na

evolug@o da doenga nem na sobrevida desses pacientes.



SUMMARY

Bezerra, ALR Prognostico de pacientes portadores de carcinoma do pénis: papel do
papilomavirus humano [Penile carcinoma: Role of human papillomavirus on

prognosis]. Sao Paulo (BR); 2000. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente]

Squamous cell carcinoma of the penis spreads locally to ilioinguinal lymph nodes. In the
presence of lymph node metastases, the gold standard for the treatment remains partial
or total amputation of the penis, followed by bilateral lymphadenectomy. There is no
consense, however, about prophylatic lymphadenectomies. Considering the high
morbidity rates of this procedure, the identification of prognostic factors for the
incidence of metastases could help to select candidates to lymphadenectomies. The
human papillomavirus (HPV), recently recognized as a possible etiologic agent for pre-
invasive and invasive penile carcinomas, could be one of this factors. A retrospective
study of 82 patients with penile carcinoma submitted to amputation and bilateral
lymphadenectomy at A.C. Camargo Hospital, from 1953 to 1992, was undertaken to
evaluate the possible prognostic value of HPV DNA. The relevance of HPV DNA
presence was studied with other clinicopathological parameters (age, marital status, race,
disease evolution time, previous venereal disease, staging, treatment of primary tumor,
histological grade, tumor thickness, vascular embolization, corpora cavernosa and
corpus spongiosum infiltration, urethral infiltration, mononuclear infiltrate, eosinophilic

infiltrate and presence of koilocytosis), survival rates and risk of death of the patients.
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Overall, HPV DNA was detected in 30.5% (25/82) of the samples. Eighteen (72%) of 25
HPV DNA-positive tumors contained HPV 16 and/or 18, 3 (12%) had HPV 31/33/35, 2
(8%) HPV 6/11, 1 (4%) HPV 45 and 1 (4%) HPV 51/52. The sensitivity and specificity
of the presence of koilocytosis for viral infection diagnosis was of 54.2% and 50.8%,
respectively, which correlates with the high false negative (27.5%) and false-positive
(68.3%) rates. At univariate analysis, HPV detection rates were higher among younger
(40ys or less) (p=0.046) and married patients (p=0.025). Patients with tumors HPV
DNA-positive had less lymphatic embolization by neoplastic cells than HPV negative
ones (p=0.007). Multiple logistic regression analysis revealed that HPV status was
related only with lymphatic embolization (OR:0.27; 1C:0.10-0.75) (p=0.012). There was
no difference between HPV DNA-negative and HPV DNA-positive patients according
to presence of lymph node metastases (p=0.386). HPV DNA was also not considered a
risk factor for patients death (HR:1.85; CI 0.77-4.45). Disease specific survival rate at 5
and 10 years for HPV DNA-negative and HPV DNA-positive patients were 68.4% and
69.1%, respectively (p=0.830). The multivariate analysis revealed that only node status
was significantly associated with disease specific survival (HR:8.25; CI 2.77-24.85).
The lymphatic embolization by neoplastic cells (OR 10.82; CI 2.68-43.59), clinical
staging N1 (OR 11.47; CI 1.50-87.64) and N3 (OR7.23; CI 1.10-47.26) were significant
for the incidence of lymph node metastasis. Although HPV is associated with some
penile carcinomas, the results of the present investigation suggest that HPV DNA does

not influence prognosis in this neoplasm.
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INTRODUCAO



acometidos (ASHLEY e EDWARDS 1957, LOWE et al. 1983, GOLDMINZ et al.
1989).

A cirurgia € a principal forma de tratamento e baseia-se na ressec¢do do tumor
primario e linfadenectomia bilateral (SKINNER et al. 1972, DEKERNION et al. 1973,
DERRICK et al. 1973, CATALONA 1980, JOHNSON e LO 1984, HORENBLAS et al.
1993, POMPEU 1993, LOPES et al. 1996b); a abordagem dos linfonodos apresenta, no
entanto, alto indice de morbidade (50 a 90% dos casos) representada principalmente por
necrose dos retalhos dermogordurosos, infecgdo da ferida operatoria e linfedema de
membros inferiores (SKINNER et al. 1972, KAMAT et al. 1993, LOPES et al. 1996b).

Existem controvérsias quanto a selegdo dos reais candidatos as linfadenectomias.
A avaliagdo pré-operatoria dos linfonodos inguinais ndo € simples, pois cerca de 40 a
50% dos linfonodos clinicamente metastaticos apresentam histologia normal e
aproximadamente 20% dos linfonodos clinicamente normais podem conter €émbolos
tumorais (CATALONA 1980, SUFRIN e RUBIN 1987, LOPES et al. 1996b). Os
métodos de imagem (DEKERNION et al. 1973, SRINIVAS et al. 1987) e a bidpsia do
linfonodo sentinela proposta por CABANAS (1977) ndo sdo confiaveis nessa avaliagdo.
CATALONA (1988), na tentativa de identificar um procedimento com melhor acuracia
do que a biopsia do linfonodo sentinela e menor morbidade do que a linfadenectomia
padrdo, propds uma linfadenectomia inguinal modificada (quadrantes mediais) com
preservacdo da veia safena; esse procedimento, no entanto, também n3o se mostrou

confiavel devido a possibilidade de metastases e recorréncia da neoplasia nos linfonodos

ndo excisados (LOPES et al. 1996a). A identificacdo do linfonodo sentinela através de

linfocintilografia com material radioativo, semelhante ao que vem sendo avaliado em



melanomas e neoplasias mamarias (GLASS et al. 1995, O'HEA et al. 1998) s6
recentemente foi utilizada no cancer de pénis (HORENBLAS et al. 2000) e sua utilidade
ainda precisa ser confirmada em estudos posteriores.

Considerando que um percentual importante dos pacientes sdo operados
desnecessariamente por apresentarem linfonodos histologicamente normais, a
identificacdo de fatores prognosticos nessa neoplasia visa uma melhor selecdo dos
candidatos a cirurgias, com consequente realiza¢ao de procedimentos menos extensos.

A presenca de metastases linfonodais € aceita como a variavel prognostica mais
importante no cancer de pénis (DEKERNION 1973, CABANAS 1977, CATALONA
1980, SUFRIN e RUBIN 1987). Outras variaveis prognosticas citadas sdo a idade do
paciente, estadio clinico T, grau de diferenciagdo histologica e espessura da lesdo,
embora existam divergéncias sobre o seu valor (FRALEY 1985, SRINIVAS et al. 1987,
CUBILLA, 1993). A presenca de émbolos tumorais linfaticos ou venosos no tumor
primario € um fator que contribui significativamente para a maior incidéncia de
metastases linfonodais (LOPES et al. 1996b).

Embora o HPV, como visto, seja detectado em cerca de 20 a 60% das neoplasias
malignas do pénis, na literatura consultada encontramos apenas 1 estudo (WIENER et
al. 1992) que avalia o seu valor prognodstico e em um pequeno nimero de pacientes (22
casos). O assunto é controverso pois, mesmo no carcinoma do colo uterino, neoplasia
em que a infecgdo viral tem sido muito mais estudada, os resultados sdo conflitantes

(KING et al. 1989, RIOU et al. 1990, ROSE et al. 1991, GARZETTI et al. 1998).



O estudo do HPV no prognostico dos pacientes portadores de tumor infiltrativo
do pénis pode resultar em uma contribuigado importante na selecdo de candidatos a

linfadenectomias, evitando morbidade desnecessaria.
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2 Revisio da literatura

2.1 Epidemiologia e aspectos etiologicos

O céncer de pénis € uma doenga rara. Nos Estados Unidos o coeficiente de
incidéncia anual € de 1/100000, representando cerca de 0,5% de todas as malignidades
do homem (BUDDINGTON et al. 1963, WATERHOUSE et al. 1982, BURGERS et al.
1992). Anualmente, sdao diagnosticados cerca de 750 a 1000 novos casos dessa neoplasia
naquele pais, numero que tem se mantido constante nos ultimos 50 anos
(SCHELLHAMMER et al. 1992).

A maior incidéncia mundial do céncer de pénis € nas regides de Barshi, Paranda
e Bhum, na India, com taxas de 3,32/100000, enquanto as menores incidéncias sdo para
os judeus nascidos em Israel, judeus nascidos nos EUA e Europa e judeus nascidos na
Africa ou Asia, com taxas de 0/ 100000, 0,07/100000 e 0,09/100000, respectivamente
(PARKIN et al. 1997)

Em algumas areas da Asia, América do Sul e Africa o cancer de pénis representa
cerca de 10 a 20% das neoplasias malignas do sexo masculino (PERSKY 1977,
BURGERS et al. 1992). WOOLRICH (1964), no México, relata que o cancer de pénis
corresponde a 10,4% dos tumores malignos genitourinarios, enquanto que no Paraguai
essa incidéncia atinge cerca de 50% dos casos, ocupando o 1° lugar entre as neoplasias
malignas urologicas (RIVEROS e LEBRON 1963). Em Bali, ilha da Indonésia que tem
uma populacdo basicamente hindd, BOON et al. (1989), analisando 730 neoplasias

malignas no homem diagnosticadas entre 1985-1986, relatam um total de 83 casos de



cancer de pénis (11,4%), representando o 2° lugar em incidéncia global (perde apenas
para o carcinoma nasofaringeo).

No Brasil, as cidades de Belém e Goidnia apresentam a 9 e 10 maiores
incidéncias mundiais de cancer de pénis com taxas ajustadas por idade de 1,98 e
1,88/100000 habitantes, respectivamente (PARKIN et al. 1997). As regides de maior

incidéncia mundial de cancer de pénis sdo mostradas na figura 1.

Barshi, Paranda e Bhum(india) Madras(india)
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Figura 1. Maiores incidéncias mundiais de cincer de pénis.



BRUMINI (1982), considerando um total de 170.541 neoplasias malignas no
homem, registradas no periodo de 1976 a 1980 no Brasil, relata 3548 casos de
carcinoma do pénis, correspondendo a uma incidéncia relativa de 2,1%. A distribui¢do
percentual desta doenca entre as diversas regides, considerando os dez tipos mais
comuns de neoplasia maligna primaria, € de 5,7% no Nordeste, 5,3% no Norte, 3,8% no
Centro-Oeste, 1,4% no Sudeste e 1,2% na regido Sul.

A etiologia precisa do cancer de pénis permanece indeterminada, embora a
associagao dessa neoplasia com a auséncia de circuncisdo esteja bem estabelecida
(BURGERS 1992). PAYMASTER ¢ GANGADHARAN (1967) estudaram a presenga
da neoplasia em 3 grupos de individuos: os que ndo se submeteram a circuncisdo ou o
fizeram tardiamente, os que se submeteram a circuncisdo entre os 3 e 12 anos de vida e
aqueles que se submeteram a circuncisdo ao nascimento; a incidéncia da neoplasia foi de
3,3%, 0,15% e 0%, respectivamente. MADEN et al. (1993), em estudo caso-controle,
relatam que o risco para o desenvolvimento de cancer do pénis é 3,2 vezes maior entre
homens que nunca foram circuncisados em relagdo aqueles circuncisados ao nascimento
e 3 vezes maior em relagdo aqueles que foram circuncisados apds o periodo neonatal.

A baixa condi¢do socio-econdmica dos pacientes e as mas condigdes de higiene
peniana, associados com a fimose, sdo os fatores de risco mais significativos para o
desenvolvimento do cancer de pénis. No entanto, outros fatores podem estar presentes
na etiologia dessa neoplasia (BRINTON et al. 1991).

Nao se sabe ao certo em que extensdo as chamadas neoplasias intraepiteliais
penianas (doenga de Bowen, eritroplasia de Queyrat e papulomatose bowendide)

evoluem para lesdes francamente invasivas (BURGERS et al. 1992). Irritagdo cronica e



agentes infecciosos ou quimicos sdo citados como potenciais agentes etioldgicos, mas
sem real comprovagdo. Observa-se frequentemente uma historia pregressa de sifilis e
gonorréia nos pacientes portadores de cancer de pénis, embora ndo exista nenhuma
evidéncia que essas doengas contribuam diretamente no processo oncogénico
(RIVEROS e LEBRON 1963, SCHELLHAMMER et al. 1992, HUBEN 1997a).

O esmegma tem sido implicado na carcinogénese do cancer do pénis, como
demonstrado experimentalmente por PRATT-THOMAS et al. (1956). Esses autores
inocularam esmegma na vagina de camudongas e observaram o desenvolvimento de
neoplasia apos alguns meses de observagdo. O provavel carcindgeno especifico presente
nessa secre¢do, no entanto, ainda ndo foi identificado (BURGERS et al. 1992).

Um dos tépicos de maior interesse na pesquisa sobre a etiologia do céncer de
pénis € a possivel participagio do HPV nesse processo, pois existem evidéncias
epidemiologicas (BRINTON et al. 1991, MADEN et al. 1993, FRANCO, 1997),
referendadas por trabalhos de biologia molecular (MCCANCE et al. 1986, VILLA e
LOPES 1986, HIGGINS et al. 1992, IWASAWA et al. 1993), que evidenciam a
associacdo desse virus no desenvolvimento da neoplasia. O estudo do HPV e de sua

associagdo com o cancer de pénis sera descrito adiante.

2.2 Fatores clinicos e anatomopatolégicos

O cancer de pénis normalmente incide entre a 4* e 7° décadas de vida. PERSKY e
DEKERNION (1986), analisando 77 pacientes em Cleveland, EUA, relatam que a idade

variou de 31 a 85 anos (média: 63 anos), enquanto LOPES (1996b), no nosso meio,



relatam uma idade média de 53 anos para os 145 pacientes analisados. Essa neoplasia
ndo parece estar associada com diferengas raciais (RIVEROS e LEBRON 1963).

Frequentemente observa-se atraso no diagnoéstico da neoplasia decorrente de falta
de aten¢do do proprio paciente, que associa a lesdo do pénis a processos inflamatorios,
ou devido a diagnosticos errados dos médicos, muitas vezes ndo treinados para
diagnosticar e tratar esse tumor. O inicio do tratamento € retardado por periodos que
variam de 6 meses a 2 anos (BUDDINGTON et al. 1963, LOPES et al. 1994).

O carcinoma do pénis apresenta-se geralmente como um tumor que pode
apresentar dois tipos de crescimento: exofitico (vegetante) ou infiltrativo (ulcerado);
localiza-se principalmente na glande, prepicio e sulco coronal, evoluindo com
infiltragdo e destruigdo dos tecidos locais e metastatizando para os linfonodos inguinais
e iliacos (NARAYAMA et al. 1982, PERSKY e DEKERNION 1986). Outros sintomas
descritos s@o secreg@o, sangramento, prurido, dor e linfadenomegalia (NARAYAMA et
al. 1982)

O tumor peniano com crescimento vegetante, verrucoso, frequentemente se
acompanha de deficiente suprimento sanguineo, o que resulta em necrose, ulceragdo e
infeccdo secundaria (BURGERS et al. 1992). Os pacientes geralmente apresentam
estado geral regular, embora a presenga de anemia, decorrente de sangramentos
continuos da lesdo, possa ocorrer. As metastases a distancia ao diagnoOstico sdo raras.
NARAYAMA et al. (1982) relatam auséncia de metastases a distdncia em 219
carcinomas invasivos estudados.

O exame fisico dos pacientes portadores de neoplasia do pénis exige uma

cuidadosa palpacdo da lesdo, caracterizando sua conformagdo, tamanho e localizagdo
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especifica; os corpos cavernosos devem ser palpados para determinagdo da extensdo
proximal do tumor e pode haver necessidade de retragdo ou secgdo de um prepucio
exuberante nos casos em que a lesdo localiza-se abaixo dessa estrutura (LOPES et al.
1994, HUBEN 1997b).

A palpacdo das regides inguinais e caracterizagdio de provaveis
linfadenomegalias é fundamental, pois essa regido € o primeiro sitio de disseminagao
metastatica; existem, no entanto, altas taxas de falso-positivo e falso-negativo nesse
exame. Além de um cuidadoso exame fisico, exames complementares como
linfangiografia, ultrassonografia, tomografia computadorizada (TC) e ressonancia
nuclear magnética (RM) podem ser usados na propedéutica dos portadores de neoplasia
do pénis. Esses exames, no entanto, apresentam um valor discutivel, pois a sensibilidade
e especificidade na detec¢do de metastases inguinais, iliacas e paraaorticas ainda ndo
estdo estabelecidas (HORENBLAS et al. 1991, BURGERS et al. 1992).

O diagnéstico definitivo do cancer de pénis € realizado através de bidpsia da
lesdo com posterior estudo anatomopatolégico. Esse procedimento deve ser feito em
areas nao necroticas e obtendo-se, sempre que possivel, parte de tecido normal. Nos
pequenos tumores a bidpsia pode ser do tipo excisional, isto €, retirando-se toda a lesdo
( LOPES et al. 1994).

Cerca de 95 a 97% das neoplasias malignas do pénis sdo representadas por
carcinomas espinocelulares (epidermoéide), histologicamente caracterizados por
queratinizagdo, formag@o de pérolas corneas e varios graus de atividade mitotica

(SCHELLHAMMER et al. 1992). Carcinomas de células basais, melanomas e sarcomas
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raramente acometem esse 6rgao (FEGEN et al. 1970, DEHNER et al. 1970, JOHNSON
e AYALA 1973).

O carcinoma verrucoso ou tumor de Busch-Loewenstein é outra forma rara de
neoplasia do pénis. Foi descrita inicialmente como uma variante do condiloma
acuminado e, embora possa invadir estruturas adjacentes, raramente evolui com

metastases. Apresenta, portanto, um bom prognéstico (JOHNSON et al. 1985, SROUGI

e SIMON 1990).

2.3 Estadiamento

O estadiamento das neoplasias, procedimento que consiste em avaliar a extensdo
da doenga do ponto de vista local, regional e a distancia, ¢ um passo fundamental para
definir o melhor tratamento. Ndo existe, no entanto, um sistema universalmente aceito
para se estadiar o carcinoma do pénis (HUBEN 1997).

O estadiamento do cancer do pénis mais utilizado foi sugerido por JACKSON
(1966), que classificava a doenga em 4 estadios clinicos:

I- Tumor limitado a glande ou prepucio

I1- Tumor invadindo o corpo peniano

III-  Tumor com metastases inguinais, porém ressecaveis

IV-  Tumor invadindo estruturas adjacentes e/ou tumor associando-se com metastases
inguinais irressecaveis e/ou metastases a distancia.

A classificagio de Jackson ¢é clinica e ndo informa sobre caracteristicas

importantes tanto do tumor primario como das metastases, tais como tamanho e grau de
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infiltragdo da lesdo primaria, grau de diferenciagdo tumoral, nimero e localizagdo dos
linfonodos comprometidos (SCHELLHAMMER et al. 1992).

Outro sistema de classificagdo € 0 TNM da UICC (HARMER 1978), que leva em
consideragdo o tamanho do tumor e/ou seu grau de infiltragdo em profundidade (T), a
situa¢@o dos linfonodos regionais (N) e a presenga ou auséncia de metastases a distancia
(M) (tabela 1). A avaliagdo dos linfonodos inguinais nessa classificagdo, no entanto,
continua sendo clinica. Com o objetivo de fornecer mais informagdes sobre a extensdo
da doenca e seus aspectos prognosticos, a classificagdo TNM de HERMANEK e SOBIN
(1987) incorporou parametros histopatologicos do tumor primario e dos linfonodos,
como infiltragdo de corpo cavernoso e uretra, metastases em um ou multiplos linfonodos
inguinais e metastases em linfonodos pélvicos.

Estudo recente relata que a presenga de émbolos tumorais em vasos linfaticos e
venosos no tumor primario contribui significativamente para maior incidéncia de
metastases linfonodais, sugerindo a incorporagdo desses fatores no estadiamento do

cancer de pénis (LOPES et al. 1996b).



Tabela 1 - Estadiamento TNM (Harmer 1978)

ESTADIAMENTO DO TUMOR PRIMARIO

Tis Carcinoma in situ
TO Sem evidéncia de tumor primario
T1 Tumor de 2cm ou menos em sua maior dimensdo

estritamente superficial ou exofitico

T2 Tumor maior que 2cm mas que ndo ultrapassa 5cm em
sua maior dimensdo ou tumor com extensdo profunda
minima

T3 Tumor maior que Scm em sua maior dimensdo ou tumor
com extensio profunda incluindo a uretra

T4 Tumor infiltrando estruturas adjacentes

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado

ESTADIAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS

NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 Metastases em linfonodos regionais unilaterais e méveis
N2 Metastases em linfonodos regionais bilaterais moéveis
N3 Metastases em linfonodos regionais fixos

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

ESTADIAMENTO DAS METASTASES A DISTANCIA

MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Metastases a distdncia

Mx Metastases a distidncia ndo pode ser avaliada

13
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Embora exames de imagem tenham acuracia discutivel, como citado
anteriormente, a TC e RM podem ser utilizados na avaliagdo dos linfonodos regionais.
Esses exames, no entanto, sdo mais importantes na pesquisa de metastases a distdncia
(Schellhamer et al. 1992, Vapnek et al. 1992). A pungdo por agulha fina dos linfonodos
suspeitos para estudo citologico € um método que também pode ser utilizado na
avaliagao loco-regional. Em virtude de sua pouca sensibilidade, no entanto, apenas os
resultados positivos devem ser valorizados (HORENBLAS et al. 1991, BURGERS et al.
1992, VAPNEK et al. 1992).

A pouca acuracia dos métodos clinicos e de imagem na avaliagdo dos linfonodos
regionais no cancer de pénis levou CABANAS (1977) a propor uma forma de
estadiamento cirtirgico. Esse autor utilizou linfangiografias a partir dos linfaticos dorsais
do pénis em 100 individuos (10 voluntarios normais, 10 pacientes com doengas
inflamatorias do pénis e 80 pacientes com carcinoma infiltrativo ) e identificou o que ele
chamou de “linfonodo sentinela” (LS), que seria o primeiro sitio de metastases
linfonodais. O LS localiza-se anteromedialmente a veia epigastrica superficial, acima da
junc@o safeno-epigastrica. Considerando 46 casos nos quais a biopsia do LS foi
realizada, 15 eram positivos para metastases; em 12 (80%) desses casos nenhum outro
linfonodo foi positivo. Analisando-se os 31 pacientes nos quais o LS foi negativo para
metastases, também ndo foram encontradas metastases em nenhum outro linfonodo,
além do que 90% desses pacientes sobreviveram 5 anos.

A biopsia do LS, segundo CABANAS (1977), define melhor o estadiamento da

doenca e a conduta a ser tomada, pois evita a linfadenectomia nos casos em que esse
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linfonodo for negativo. Outros autores (PERINETTI et al. 1980, WESPES et al. 1986),
no entanto, relataram desenvolvimento de metastases linfonodais em pacientes cujo LS
era negativo, questionando o real valor do LS no estadiamento do cancer de pénis.

A linfadenectomia ilioinguinal permanece como a conduta definitiva para avaliar
os linfonodos. A videocirurgia para estadiamento e linfadenectomia iliaca pode ser um
procedimento importante para diminuir os altos indices de morbidade desse

procedimento.

2.4 Tratamento cirargico

A cirurgia € a principal forma de tratamento do cancer de pénis e baseia-se na
ressec¢do do tumor primario e linfadenectomia ilioinguinal bilateral (CATALONA 1980
e 1988, MOHS et al. 1985, HORENBLAS et al. 1991, LOPES et al. 1996b).

As lesdes pequenas, em estadiamentos iniciais, podem ser ressecadas
conservadoramente, através de circuncisdo, excisdes locais ou laserterapia, havendo
necessidade de controle rigoroso das margens cirurgicas para diminuir as taxas de
recorréncia local (MOHS et al. 1985, ODLAND et al. 1997). SHIRAYAMA et al.
(1998), em recente estudo, relatam bons resultados da associacdo de hipertermia por
laser, radioterapia e quimioterapia em 2 pacientes com carcinoma infiltrativo (T2).

A amputag@o parcial ou total do pénis € a cirurgia mais utilizada nas neoplasias
desse 6rgdo em virtude do tumor ser diagnosticado, na maioria das vezes, em fase
localmente avangada. Nas amputagdes parciais procura-se oferecer uma margem de 1,5 a

2cm de tecido normal proximalmente ao tumor; lesdes que infiltrem a base do pénis s@o
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melhor tratadas com amputagdo total e reimplante uretral na regido perineal (SAKTI
DAS 1992).

As taxas de recorréncia local apos realizagdo de amputacdes parciais ou totais,
com boa margem cirurgica, sdo baixas. DEKERNION et al. (1973), por exemplo, ndao
observaram nenhuma recorréncia local em 45 pacientes tratados por amputacao parcial.

Além do tratamento da lesdo primaria, a cura dos pacientes com carcinoma do
pénis depende de uma adequada abordagem terapéutica dos linfonodos regionais.
Mesmo na vigéncia de metastases linfonodais, os indices de cura com linfadenectomias
variam de 30 a 70%, pacientes ndo tratados, por outro lado, morrem dentro de 2 anos
geralmente antes de desenvolverem metastases a distdncia (DEKERNION et al. 1973,
CATALONA 1980, JOHNSON e LO 1984, POMPEU 1993). Apesar da importancia da
linfadenectomia, ainda existem muitas controvérsias sobre o assunto.

Nos casos em que existem linfonodos inguinais histologicamente metastaticos,
diagnosticados por puncdo e citologia ou bidpsias isoladas, o esvaziamento ilioinguinal é
mandatorio. As duavidas surgem quando nd3o existe confirmagdo histologica de
metastatiza¢do linfonodal; a principal delas € optar entre a realizagao de linfadenectomia
profilatica, definida como aquela realizada junto com o tratamento do tumor primario ou
em até 6 semanas do pos-operatorio em pacientes sem adenopatia inguinal, ou
linfadenectomia terapéutica, utilizada na presenga de metastases linfonodais que surgem
durante o seguimento do paciente (ABI-AAD e DEKERNION 1992).

Embora alguns estudos tenham demonstrado que a realizag@o de linfadenectomia
terapéutica propicia uma sobrevida dos pacientes semelhante a linfadenectomia

profilatica (EKSTROM e EDSMYR 1958, BEGGS e SPRATT, 1964), trabalhos mais



17

recentes ndao confirmam esses resultados. A sobrevida a 5 anos dos pacientes que se
submeteram a linfadenectomia profilatica no estudo de MCDOUGAL et al. (1986) foi de
88% e 66% para os estadios II e III de JACKSON (1966), respectivamente, comparada
com taxas de 38% e 0% nos casos de linfadenectomia terapéutica. FRALEY et al.
(1989), de maneira semelhante, demonstraram maiores taxas de sobrevida para os
pacientes que se submeteram a linfadenectomia profilatica em comparagdo a terapéutica
( 75% e 8%). A tendéncia atual € a realizagdo da linfadenectomia profilatica nos tumores
infiltrantes (T2 e T3). Segundo ABI-AAD e DEKERNION (1992): “seguir pacientes até
que a doenga metastatica se torne clinicamente evidente € permitir que uma neoplasia
potencialmente curavel se torne incuravel”.

A linfadenectomia deve ser bilateral pois cerca de 30% ou mais dos pacientes
com cancer invasivo do pénis apresentam linfonodos metastaticos bilateralmente
(EKSTROM e EDSMYR 1958, SRINIVAS et al. 1987, LOPES et al. 1996b). A
extensdo da linfadenectomia para a regido pélvica, por outro lado, s6 deve ser feita
quando houver linfonodos inguinais metastaticos ja que nesses casos 15 a 30% dos
pacientes apresentardo metastases em linfonodos pélvicos, como relatado por PURAS et
al. (1978) e SRINIVAS et al. (1987). A disseminag@o tumoral para linfonodos pélvicos
sem envolvimento dos linfonodos inguinais € bastante rara (ABI-AAD ¢ DEKERNION
1992).

Em razido da alta morbidade das linfadenectomias (BEGGS e SPRATT 1964,
ORNELLAS et al. 1991), como ja referido, torna-se importante a identificagdo de

fatores prognosticos no tumor primario e caracterizagdo de pacientes de alto risco para
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desenvolver metastases linfonodais, nos quais o tratamento cirurgico agressivo pudesse

ser justificavel.

2.5 Variaveis prognésticas

Alguns aspectos clinicos sdo citados como variaveis prognosticas importantes
nos pacientes portadores de cincer de pénis. EKSTROM e EDSMYR (1958) relatam
que pacientes mais jovens, abaixo de 40 anos de idade, tiveram uma maior incidéncia de
metastases linfonodais do que pacientes acima dessa idade. A maioria dos autores, no
entanto, ndo considera a faixa etaria como fator prognéstico significativo (STAUBITZ et
al. 1955, HORENBLAS e VANTINTEREN 1994, THEODORESCU et al. 1996,
LOPES et al. 1996b). O tempo de duragdo dos sintomas antes do tratamento, embora
aparentemente importante, também n3o tem sido considerado significante para o
prognostico desses pacientes (STAUBITZ et al. 1955, EKSTROM e EDSMYR 1958).

O fator prognéstico mais importante no cancer de pénis €, sem duvida, a presenga
de metastases em linfonodos (STAUBITZ et al. 1955, WAJSMAN et al. 1977,
NARAYAMA et al. 1982, YOUNG et al. 1991, KAMAT et al. 1993, HORENBLAS et
al. 1993 e 1994, ORNELLAS et al. 1994, LOPES et al. 1996b). HORENBLAS e
VANTINTEREN (1994) relatam taxas de sobrevida a 5 anos de 93% e 50% para
pacientes com e sem metastases linfonodais, respectivamente, enquanto no estudo de
SRINIVAS et al. (1987) esses indices foram de 74% e 28%. Embora esses percentuais
obviamente variem entre os diversos autores, existe consenso de que a disseminagio

linfonodal piora o prognostico.
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Alguns estudos correlacionam a extensdo do comprometimento linfonodal com o
prognoéstico. SRINIVAS et al. (1987) classificaram os casos com metastases nos
linfonodos em N1, N2 e N3a, correspondendo a positividade de metastasesem 1,2a6 e
mais de 6 linfonodos, respectivamente; linfonodos metastaticos bilaterais foram
classificados como N3b e doenga extranodal como N4. Pacientes com envolvimento
linfonodal minimo (N1 e N2) tiveram uma taxa de sobrevida a 5 anos de 50 a 80%,
enquanto que naqueles com comprometimento mais extenso (N3b e N4) a sobrevida foi
de 4 a 12%. Alguns autores (BAKER et al. 1976, JOHNSON e LO 1984, FRALEY et
al.1989) relatam que pacientes com metastases em até 2 linfonodos ainda podem
apresentar um bom prognostico. Na série de HORENBLAS et al. (1993) pacientes com
metastases em mais de 2 linfonodos inguinais apresentaram maior incidéncia de
metastases contralaterais e pélvicas, com aumento da probabilidade de recorréncia e
morte pela doenga.

A correlagdo de informagdes clinicas e histologicas do tumor primario com a
presenga de metastases linfonodais € outro aspecto que vem sendo analisado na
literatura. Com excecdo das lesdes localizadas no prepucio, que apresentam metastases
em menos de 10% dos casos e permitem cirurgias conservadoras, o sitio do tumor
primario ndo parece influir no prognostico (DEKERNION et al. 1973, WAJSMAN et al.
1977).

A maioria dos estudos concorda que tumores maiores, invasivos, tem uma maior
probabilidade de metastatizar do que tumores com menor tamanho (DEKERNION et al.
1973, WAJSMAN et al. 1977, FRALEY et al. 1985 ¢ 1989, HORENBLAS et al. 1993,

KAMAT et al. 1993, ADEYOIJU et al. 1997). HORENBLAS et al. (1993) relatam que
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tumores que mediam de 2 a Scm apresentaram maior incidéncia de metastases em
linfonodos do que tumores menores do que 2cm (79% e 47%), enquanto que FRALEY
et al. (1985) citam taxas de sobrevida de 82% e 74% para pacientes com tumores
menores € maiores ou iguais a 3cm, respectivamente.

DEKERNION et al. (1973) relatam que 17/25 (68%) pacientes com tumores que
comprometiam O COrpo cavernoso apresentavam metastases linfonodais, enquanto todos
os 6 pacientes ECI (comprometimento do prepucio ou glande) evoluiram sem metastases
e sem recidivas. De maneira semelhante, SOLSONA et al. (1992) relatam que 27/42
(64,3%) pacientes com invasdo de corpo cavernoso apresentaram metastases linfonodais,
comparado a 1/24 (4,2%) quando ndo havia essa infiltragdo.

CUBILLA et al. (1993) demonstraram que tumores que apresentavam um
crescimento vertical tinham maior incidéncia de metastases linfonodais do que aqueles
com crescimento mais superficial (82% e 42%, respectivamente), enquanto que HALL
et al. (1998) relataram que tumores com crescimento em profundidade maior do que
Smm apresentaram um pior prognoéstico, com maior incidéncia de metastases em
linfonodos. LOPES et al. (1996b), analisando variaveis anatomopatologicas no tumor
primario, relatam que a espessura do tumor (limite de Smm) foi fator significativo para
metastases linfonodais quando realizada andlise univariada (p=0,02); em analise
multivariada, no entanto, apenas a embolizagdo vascular por células neoplasicas
influenciou a incidéncia de metastases nos linfonodos. A presenca de invasdo vascular
também foi um fator prognostico significativo no estudo de FRALEY et al. (1989), pois

apenas 1/11 pacientes com essa caracteristica ficou curado.
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Embora alguns estudos n3o tenham demonstrado relacdo entre o grau de
diferenciag¢do histolégica do carcinoma do pénis e a incidéncia de metastases linfonodais
(ADEYOJU et al. 1997, HALL et al. 1998), a maioria dos trabalhos evidencia essa
associacdo (FRALEY et al. 1985 e 1989, SOLSONA et al. 1992, HORENBLAS et al.
1993 e 1994, ORNELLAS et al. 1994). HORENBLAS et al. (1993) observaram que
9/11(82%) pacientes com tumores pouco diferenciados apresentaram metastases
linfonodais, comparados com 13/28 (46%) e 17/59 (29%) com tumores medianamente e
bem diferenciados, respectivamente. THEODORESCU et al. (1996), analisando 42
pacientes, relatam que o grau de diferenciagdo do tumor foi o tnico fator prognéstico
para a recorréncia da doenga.

A hipotese de que o tumor pode induzir uma reagdo de defesa do organismo,
caracterizada por um infiltrado mononuclear e eosinofilico no tecido, levou alguns
autores a pesquisarem a presenca desses infiltrados com o prognoéstico (NGAI 1933,
KURUVILA et al. 1971, PRETLOW et al. 1983). NGAI (1933) relata que houve um
menor infiltrado mononuclear em tumores pouco diferenciados enquanto que
KURUVILLA et al. (1971) ndo encontraram nenhuma associagdo da presenca de
infiltrados mononuclear e eosinofilico no tumor com o prognoéstico dos pacientes.

O valor prognostico do HPV no cancer do pénis praticamente ndo tem sido
estudado. Os aspectos etiologicos e patogénicos da presenga desse virus serdo discutidos

a seguir.
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2.6 HPV
2.6.1 Historico

Os primeiros estudos relacionados a carcinogénese viral datam do inicio deste
século, quando a transmissibilidade de uma leucemia de aves foi descrita por Ellerman e
Bang, citados por HOWLEY (1995, p.38).

PEYTON ROUS, em 1911, demonstrou que extratos celulares de sarcomas de
aves, contendo um “agente filtravel”, poderia induzir tumores em galinhas, enquanto
que a transmissibilidade de tumores fibromatosos de um tipo de coelho silvestre
(cottontail rabbif) para coelhos domésticos, através da inoculagdo de extratos celulares,
foi demonstrada por RICHARD SHOPE, em 1932. Tentava-se, nessa década, relacionar
as infecgdes virais com o cancer.

A epidermodisplasia verruciforme (EV), descrita inicialmente por Lewandowsky
e Lutz em 1922, citados por ZUR HAUSEN (1996, p.55), e caracterizada pela presenga
de verrugas planas na pele (principalmente da face, dorso das maos e pernas), tornou-se
posteriormente em modelo no estudo da relacdo papilomavirus-cancer. Esta rara
sindrome familiar € um protoétipo da associagdo do virus com cancer, de uma maneira
combinada com outros fatores (deficiéncia imunolégica € um co-carcindgeno — luz ultra-
violeta) (JABLONSKA et al. 1972, SMITH e CAMPO 1985, VILLA 1998)

Poucos estudos foram realizados nas décadas de 40 e 50 provavelmente pela
impossibilidade da propagagao rotineira do HPV em cultura e pela aparente benignidade

das lesdes produzidas pelos papilomavirus (HOWLEY 1995). O interesse parece ter
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ressurgido com os estudos de OLSON et al. (1959). Esses autores induziram tumores
vesicais em 13 de 15 vacas estudadas, através da inoculagdo submucosa de uma
suspensdo de papilomavirus bovino proveniente de fibropapilomas de pele. Quando
examinada 80 dias apos a inoculagdo, a bexiga apresentava sinais de malignidade
precoce.

No inicio da década de 70, ZUR HAUSEN et al. (1974), baseados na hipotese de
que células tumorais humanas, se originalmente transformadas por virus, abrigariam no
seu genoma a informagdo genética viral, iniciaram uma série de estudos para avaliar a
relagio dos DNA virus com alguns tumores. As investiga¢des culminaram com a
caracterizagdo bioquimica e imunoldgica dos virus das verrugas plantar e comum
(GISSMAN et al. 1976, ORTH et al. 1977). ORTH et al (1977) passaram a chama-los
HPV 1 e HPV 2, respectivamente.

A relagdo do condiloma acuminado com a neoplasia cervical foi pouco avaliada
até 1976. Nessa época MEISELS e FORTIN (1976) propuseram a origem viral das
atipias coilocitéticas da cérvix uterina, separando-as das “verdadeiras” lesGes pré-
neoplasicas. Os virus, tradicionalmente associados com verrugas venéreas, tipo couve-
flor, também poderiam produzir lesGes planas, esbranquig¢adas, no trato genital. Surgiu o
interesse pela analise pormenorizada do colo do utero e vagina, mesmo naqueles casos

aparentemente normais.
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A demonstra¢do de particulas do papilomavirus em tipicas c€lulas coilocitoticas
através de estudos de microscopia eletronica fortaleceram os estudos de MEISELS e
FORTIN (1976). As particulas virais eram intranucleares e tinham um contorno esférico,
com um didmetro entre 40 ¢ 50 nm (HILLS e LOVERTZ 1978).

Os estudos experimentais rapidamente se expandiram com a identificagdo do
HPV 6 a partir de verrugas genitais (GISSMAN e ZUR HAUSEN 1980) e HPV 16 a
partir do cancer cervical uterino (DURST et al. 1983). Atualmente, em torno de 100
subtipos distintos de HPV tem sido identificados. O tamanho relativamente pequeno do
genoma permite uma analise das fungdes individuais dos genes e da interacdo das
proteinas virais com componentes celulares do hospedeiro. O principal interesse tem
sido identificar os mecanismos de carcinogénese do HPV, a maneira como os genes
desses virus influenciam a proliferagdo celular, como suas oncoproteinas interagem com
os componentes celulares do hospedeiro e em que extensdo a falha nas defesas celulares

esta relacionada a oncogénese viral (ZUR HAUSEN 1996).

2.6.2 Biologia

Os papilomavirus s3o uma das cerca de 25 familias de virus identificadas nos
mamiferos. A sua designagdo inclue uma letra que indica a  espécie
hospedeira (papilomavirus humano: HPV; papilomavirus bovino: BPV | etc ) seguida de
um namero que indica o tipo viral (HPV 16, HPV 18, etc) (O’CONNOR et al. 1997).
Varios tipos virais podem infectar uma mesma espécie, como humanos, bovinos e

coelhos; a transmissdo cruzada entre as espécies, no entanto, € rara ou inexistente e
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apenas alguns tipos virais sdo capazes de transformagido maligna (SMITH e CAMPO
1985).

A classificagdo dos tipos de HPV depende da sua composi¢do de DNA; um tipo
de HPV é unico quando seu genoma € menos que 50% homoélogo ao genoma de
outros tipos ja definidos. Os diferentes tipos de HPV apresentam uma preferéncia
exclusiva pelos tecidos que infectam, fato ainda ndo totalmente explicado (HOWLEY
1995).

Apos infec¢do pelo HPV podem acontecer 3 eventos: a) estabilizagdo do genoma
como um epissoma ndo integrado, que se mantém latente no hospedeiro, sem causar
alteracdes no epitélio escamoso; b) replicagdo vegetativa do HPV (infecgdo ativa) e
inducdo de proliferagio do epitélio escamoso em tumores benignos (verrugas,
papilomas) e c) integragdo do genoma do HPV no genoma do hospedeiro levando a
carcinogénese (HINES et al. 1995).

No caso das infecgdes latentes, praticamente nada é conhecido sobre o modo de
persisténcia do genoma viral e os individuos sdo geralmente assintomaticos (ZUR
HAUSEN 1996). Na infec¢do ativa ocorre proliferagdo celular descontrolada, com
resultante aumento da espessura do epitélio, designado como acantose; ocorrem
degeneragdes no nucleo e citoplasma, reconhecidas citologica e histologicamente como
coilocitose (HINES et al. 1995). Nos tumores benignos o DNA do HPV ndo se integra
ao genoma celular, permanecendo na sua forma epissomal, enquanto que nos tumores
malignos ocorre essa integragdo (DURST et al. 1985, SCHWARZ et al. 1985,

MATSUKURA et al. 1986).



26

O genoma dos papilomavirus consiste de uma molécula de DNA dupla fita,
circular, de aproximadamente 7900 pares de bases e divide-se, basicamente, em 3
regides: precoce, tardia e LCR (long control region) (ZUR HAUSEN, 1996). A
designacdo de “precoce” ( early — E ) ou tardia (late — L ) decorre do fato que os genes
dessas regides sdo expressos, respectivamente, logo apos a infecgdo ou em uma fase
mais posterior nesse processo (LOWY et al. 1980, ENGEL et al. 1983).

Em geral, nove a dez genes sdo encontrados por genoma nos papilomavirus,
sendo 7 a 8 na regido precoce e dois na regido tardia. Os genes precoces, cuja fungdo €
conhecida, estdo envolvidos na transcri¢do e replicagdo do DNA viral (E1 e E2) e na
transformag@o celular (ES, E6 e E7). Os genes tardios (L1 e L2) codificam para as
proteinas do capsidio viral (DOORBAR et al. 1986, DIMAIO et al. 1986, USTAV e
STENLUND 1991, CHIANG et al. 1992, PIM et al. 1992, HWANG et al. 1995). A
LCR, correspondente a cerca de 10% do genoma viral, localiza-se entre o final do gene
L1 e o inicio do gene E6. Essa regido ndo codifica proteinas mas contém elementos
regulatorios virais e fatores de transcrigdo (O'CONNOR et al. 1997 ). O genoma do HPV

16 € ilustrado na figura 2.
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Figura 2. Representacdo do genoma do HPV 16, mostrando os genes precoces (El a
E7) e os genes tardios (L1 e L2). A montante do gene E6 encontra-se a regiio
regulatéria (LCR).

A atuagdo do HPV no processo oncogénico decorre fundamentalmente da
participacdo dos genes E6 e E7. A clivagem do DNA circular do virus durante o
processo de integragdo ocorre na regido dos genes E1-E2, o que leva a perda da fungdo

controladora de E2 e sintese continua das proteinas E6 ¢ E7, como demonstrado por
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SCHWARZ et al. (1985) e BAKER et al. (1987). Ensaios de laboratério demonstraram
que os genes E6 e E7 podem levar a alteracdes na diferenciacdo e indugdo de
imortalizacdo de ceratinocitos (MCCANCE et al. 1988, HAWLEY-NELSON et al.
1989, MUNGER et al. 1989); além disso, os produtos dos genes E6 e E7 podem
interagir com genes de supressdo tumoral, como pRb e p53, alterando o crescimento e
diferenciac¢do celular (LINZER e LEVINE 1979, MUNGER et al. 1989, DYSON et al.
1989, WERNESS et al. 1990).

O gene p53, constitutivamente expresso em baixos niveis na maioria dos tecidos
normais, previne a replicagdo celular na presenca de dano ao DNA (LINZER e LEVINE
1979, HINDS et al. 1989, KUERBITZ et al. 1992); sua ativa¢do bloqueia o ciclo celular
quando a célula ainda encontra-se na fase precoce de divisdo (G1), permitindo reparo do
DNA, ou pode induzir a apoptose (morte celular programada) em casos especificos. A
proteina E6 do HPV 16 é capaz de se ligar a proteina p53, estimulando a sua
degradag@o, o que oferece uma vantagem de crescimento para as células (WERNESS et
al. 1990, SCHEFFNER et al. 1990 e 1991, BARBOSA et al. 1991).

A forma hipofosforilada da proteina pRb paralisa a célula na fase de GO/G1 do
ciclo celular, bloqueando o avango através da fase S (DECAPRIO et al. 1989,
GOLDWIN et al. 1997), associa-se com o fator transcricional E2F, outro importante
controlador da proliferagdo celular, impedindo-o de funcionar como um transativador
(BANDARA et al.1991, HELIN e HARLOW 1993). A proteina E7 dos HPVs de alto
risco tem a capacidade de formar um complexo com a proteina pRb, deslocando e
liberando o E2F, com consequente ativacdo da proliferagdo celular (DECAPRIO et al.

1988, DYSON et al. 1989, BANDARA et al. 1991). A formag¢@o do complexo E7-pRb
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também ocorre com os HPVs 6 e 11 (baixo risco), porém com uma afinidade bem menor
(MUNGER et al. 1989).

A demonstragdo das propriedades transformantes das oncoproteinas E6 ¢ E7 dos
HPVs de alto risco enfatiza o papel desses virus no processo de carcinogénese. Esses
efeitos sdo claramente decorrentes da interagdo das oncoproteinas com pS53 e pRb,

proteinas-chave no controle do ciclo celular.

2.6.3 Métodos de deteccao

Existem varias maneiras para identificar a infecgdo por HPV. O diagnoéstico
morfologico pode ser realizado tanto em esfregacos celulares quanto em cortes de tecido
e € baseado na identificagdo de alteragdes celulares provocadas pelo virus (coilocitos ou
disqueratocitos) (KOSS e DUNFEE 1957, MEISELS e FORTIN 1976). Com o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e identificacdo dos genomas virais
ficou evidenciada a baixa sensibilidade do diagnostico morfologico (MORSE et al.

1988, SCHNEIDER 1989, LOWHAGEN et al. 1993).

Diagostico morfologico

A infecgdo tecidual pelo HPV leva frequentemente ao aparecimento de uma
alteracdo morfologica definida como atipia coilocitotica. KOSS e DUNFEE (1957)
caracterizaram essa alterag@o, associando-a com o carcinoma in sifu e invasivo da cérvix

uterina, embora ndo suspeitassem da sua etiologia viral.
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O coilocito (“célula em baldo™) € uma célula escamosa do tipo intermediario que
mostra um amplo halo perinuclear, com bordos bem definidos e atipia nuclear.
Binucleagdo ou multinucleagdo sdo frequentemente encontradas. Embora essas células
comecem a aparecer nas camadas intermediarias da epiderme, extendem-se também até
as camadas superficiais, onde geralmente ocorrem de forma mais exuberante. Uma vez
bem caracterizado, o coilocito € patognomdnico da infecgdo por HPV (SCHNEIDER
1989). A infeccdo por HPV também induz uma alteracio morfologica celular
denominada disqueratose (disqueratocitose) e caracterizada por pequenas células
superficiais, com citoplasma eosinofilico. Os nicleos sdo opacos, hipercromaticos e
irregulares (SCHNEIDER 1989).

O diagnostico microscopico das alteragdes morfologicas produzidas pelo HPV,
através de esfregagos celulares ou cortes histologicos, ainda é o meio mais comum e
simples de identificar a infec¢do viral (KOTOULAS et al. 1996). A acuracia desse
procedimento, no entanto, vem sendo avaliada e questionada por varios estudos que, em
geral, relatam uma baixa sensibilidade do método quando comparada aos testes de
hibridiza¢do molecular (SCHNEIDER et al. 1987 e¢ 1989, MORSE et al. 1988, ALVES
et al. 1988, SONNEX et al. 1991, HIPELLAINEN et al. 1993, LOWHAGEN et al.
1993)

Um problema adicional para o diagnostico morfologico € que os critérios
citologicos para diagnostico da infec¢do por HPV foram definidos para esfregagos do
colo uterino, o que leva a uma dificuldade maior para o diagnostico viral em outras
topografias. KREBS e SCHNEIDER (1987) relatam material insatisfatorio em quase

90% de esfregacos retirados em varios sitios da regido genital de 66 homens, enquanto
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SONNEX et al. (1991) relatam que a coilocitose foi raramente observada em esfregagos
anais de 225 pacientes portadores de lesGes verrucosas nessa regido. LOPES et al.
(1996b) encontraram coilocitose em 60/145 (44,8%) carcinomas invasivos do pénis.

A sensibilidade do diagnéstico morfologico da presenca do HPV ¢ aumentada
quando, além da presenga dos coilocitos, associam-se outras alteragdes sugestivas da
infeccdo viral, como presengca de disqueratocitos, binucleagdo, multinucleacao,
hipercromasia, cariorrexis € macrocitose (MORSE et al. 1988, STRAND et al. 1996).
LOWHAGEN et al. (1993), analisando 94 homens com lesdes condilomatosas do pénis,
relatam que coilocitose concomitante com sinais de displasia indica fortemente a
presenga de HPV de alto risco.

Mesmo considerando sinais ndo especificos de infeccio por HPV na avaliagdo
morfologica, a frequéncia de detecgdo de achados citologicos sugestivos de infec¢do por
HPV ¢ baixa. Pequenas quantidades de DNA viral podem estar presentes e ndo induzir

efeito citopatico evidente.

Imunohistoquimica

Pode-se determinar a presenca do HPV utilizando anticorpos policlonais contra
as proteinas do capsidio viral, pois particulas virais intactas sdo encontradas nas lesdes
benignas, distribuidas de forma regular dentro do nucleo das células infectadas. Os
métodos imunohistoquimicos como, por exemplo, a técnica de peroxidase
antiperoxidase, podem detectar quantidades relativamente pequenas de antigeno,
inclusive em amostras parafinadas. ALVES et al. (1988), comparando achados

colposcopicos, histologicos e imunohistoquimicos em condilomas do colo uterino
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relatam uma positividade de imunohistoquimica em 63,3% dos casos que apresentavam
aspectos morfolégicos caracteristicos de infecgdo pelo HPV.

A expressio das proteinas virais n3o ocorre em lesdes precursoras ou
francamente malignas, resultando em resultados falso-negativos. O estudo
imunohistoquimico para deteccdo do HPV em lesdes malignas, portanto, ndo € um

método confiavel.

Diagnostico molecular

A hibridizagio molecular, baseada na formac¢ao de fitas duplas (hibridos) entre
fitas simples de acidos nucleicos, € a base para analise dos genes. As moléculas hibridas
sdo formadas pela complementaridade das sequéncias de nucleotideos das fitas de DNA
ou RNA; na fita complementar do DNA ocorre pareamento das moléculas de adenina
com timina e das moléculas de guanina com citosina (DOWNEY et al. 1995).

As técnicas de detecgdo molecular do HPV empregam principios de hibridizagdo
molecular DNA-DNA e DNA-RNA, envolvendo de um lado o DNA ou RNA extraido
do espécime clinico que se quer analisar e do outro os DNAs dos diferentes HPVs ja
clonados. Baseados nesses principios, os principais métodos utilizados sdo: a)
hibridiza¢do em filtro (Southern blot); b) hibridizagdo in situ € c) reagdo da polimerase

em cadeia (PCR), seguida de hibridizacao.

a) Hibridizagdo Southern blot
Neste método, o DNA extraido de células ou tecidos € digerido com enzimas de

restricio, submetido a eletroforese em gel para separagdo dos fragmentos gerados e
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transferido para filtros de nitrocelulose, procedimento idealizado por SOUTHERN
(1975). Apés a transferéncia realiza-se a hibridizagdo, com imersdo da membrana em
uma solugdo que contém a sonda molecular, isto ¢, segmento especifico de DNA que se
liga a sequéncia de DNA que se esta investigando. A sonda molecular é previamente
marcada com radiois6topos ou enzimas, o que permite a visualizagdo da reagdo por
meétodos colorimétricos ou através de autoradiografias.

A hibridizagio tipo Southern blof foi muito utilizada no passado. Suas principais
desvantagens sdo a necessidade de isolamento de quantidades relativamentes grandes e
de alta pureza do DNA a ser estudado, além da impossibilidade de sua utilizagdo em

tecidos fixados (VILLA e MEDEIROS 1995).

b) Hibridizagao in situ

E realizada através da adicdo de solugdo de hibridizagio contendo a sonda
molecular sobre o fragmento de tecido aderido a lamina, com prévio tratamento do
tecido com proteases. A hibridizagdo in sifu permite analisar a localizagdo do DNA em
células definidas ou em cromossomos. A localizagdo inequivoca do genoma do HPV nas
células epiteliais pode ser determinada. E, no entanto, uma metodologia muito laboriosa

e de relativa sensibilidade (STOLER et al. 1992).

c¢) Reagdo da polimerase em cadeia (PCR)
Atualmente a PCR ¢ o método mais utilizado em virtude de permitir a producio
de um grande numero de copias de uma sequéncia especifica de DNA, sem necessidade

de clonagem. Apos denaturag@o da fita dupla do DNA (através de aquecimento) a DNA
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polimerase, enzima responsavel pela replicagdo, utiliza uma molécula de DNA fita
simples como molde para sintetizar uma nova fita complementar. Durante o processo de
sintese se faz necessario a presenga de desoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs); ocorre
anelamento dos iniciadores em pontos especificos da cadeia de fita simples do DNA
molde e, a partir desses pequenos segmentos de DNA dupla fita, se processa a formagao
da nova molécula de DNA utilizando-se os nucleotideos precursores. Novo aquecimento
da reagdo separa as fitas originais e as recém sintetizadas que tornam-se disponiveis para
o anelamento com os iniciadores e sintese de novas fitas complementares. Pode-se
repetir n vezes esses ciclos, resultando em amplificagdes de regides especificas de um
DNA (ERLICH et al. 1991, DOWNEY et al. 1995, VILLA e MEDEIROS 1995).

A PCR € uma técnica altamente sensivel e especifica, podendo ser utilizada
mesmo com quantidades muito pequenas de DNA da amostra biologica. Permite
também pesquisa de DNA em tecidos fixados e emblocados em parafina (VILLA e
MEDEIROS 1995).

O diagnostico final da infecgdo pelo HPV sé é possivel através de analise do
DNA. Os achados citologicos e histologicos podem representar uma evidéncia
importante, mas nao constituem uma prova formal da infecgdo viral. As pesquisas nessa
area requerem uma integragdo dos aspectos epidemiologicos com as informagdes da

biologia molecular.



2.6.4 Associacdo com cancer de pénis

O primeiro relato de detecgdo do DNA do HPV em céncer do pénis foi feito por
DURST et al. em 1983, na Alemanha. A participagdo do virus na patogénese do cancer
peniano, no entanto, tem recebido pouca aten¢do devido, principalmente, a baixa
incidéncia da neoplasia em paises desenvolvidos.

O céncer do colo do utero, uma das neoplasias mais incidentes nas mulheres, ha
muito tem sua etiologia associada a infec¢do viral (LORINCZ et al. 1987, FRANCO
1995 e 1999). Importantes estudos epidemiologicos consideram a infecgdo por HPV
como a causa dessa neoplasia (MUNHOZ et al. 1992, SCHIFFMAN et al. 1993,
BOSCH et al. 1995), além do que a integrag@o e expressao regular dos genes E6 € E7 do
HPV dentro da célula cancerosa, a promogdao da proliferacdo celular e a indugdo de
instabilidade cromossOmica sdo dados que demonstram a importancia desse virus na
determinagdo do fenétipo maligno (DURST et al. 1985, SCHWARZ et al. 1985,
MCCANCE et al. 1988, HAWLEY-NELSON et al. 1989, MUNGER et al. 1989,
WERNESS et al. 1990).

O céancer peniano € o correlato, no homem, ao cancer cervical da mulher,
existindo uma associag@0 entre as taxas de incidéncia dessas duas neoplasias em areas
geograficas diferentes (GRAHAM et al. 1979). Mesmo considerando uma incidéncia
muito menor do céncer de pénis, a relagdo cancer de pénis-cancer de colo uterino €
mantida em areas de alta, média e baixa prevaléncia, sugerindo que os fatores
etiologicos dessas duas doengas possam ser os mesmos (HOWLEY 1995, VARMA et

al. 1990).
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O HPV afeta o epitélio escamoso da genitalia masculina de maneira similar ao
trato genital feminino, incluindo a formagdo de condilomas planos ou exofiticos e
transformacdo neoplasica (carcinomas in situ ou invasivos) (SARKAR et al. 1992). A
infec¢@o natural do epitélio ocorre geralmente através de pequenos traumas e solugdes
de continuidade, o que permite acesso fisico direto das particulas virais as cé€lulas basais
(BROKER 1987). A identificagdo da presenga do DNA do HPV, tanto em lesdes pré-
invasivas como nos carcinomas invasivos do pénis, ¢ uma forte evidéncia para o papel
etiologico do virus nessa neoplasia (CUPP et al. 1995, DIANZANI et al. 1998).

As neoplasias intraepiteliais do pénis (PIN) podem estar associadas com
carcinoma invasivo, embora apresentem um menor potencial maligno do que as NIC do
colo do utero (CRUM et al. 1992, DEMETER et al. 1993); a diferenga parece ser
decorrente do aspecto morfohistologico distinto dos epitélios do pénis e trato genital
feminino, além da existéncia da zona de transformac¢do na cérvix (AYNAUD et al.
1994). Essa regido € provavelmente susceptivel ao desenvolvimento de NIC apos
infeccdo com HPV, em contraste a pele do pénis, onde a maioria das lesdes que se
formam s3o condilomas (LEVINE et al. 1984).

Considerando apenas as neoplasias invasivas do pénis, as taxas de detec¢do do
DNA do HPV tem sido bastante variaveis, em média, 50% dos CEC penianos sao HPV
positivos (VILLA E LOPES 1986, MCCANCE et al. 1986, TORNESELLO et al. 1992,
HIGGINS et al. 1992, SARKAR et al. 1992, IWASAWA et al. 1993). Semelhante ao
céancer do colo uterino, ocorre integragio do genoma do HPV na célula hospedeira, com
consequente interrup¢do do gene E2, como demonstrado por TORNESELLO et al.

(1997).
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IWASAWA et al. (1993), analisando pacientes com CEC de pénis através de
PCR, identificaram o DNA do HPV em 63% (70/111); o HPV16 foi encontrado em
97,2% dos casos positivos. MCCANCE et al. (1986), analisando pacientes provenientes
do Recife, Brasil, detectaram DNA do HPV em 31/53 (58%) neoplasias penianas
invasivas, sendo 26 (49%) HPV16 e 5 (9%) HPV18, enquanto que VILLA e LOPES
(1986), também no Brasil, identificaram DNA do HPV em 7/18 (39%) CEC de pénis,
sendo todos HPV18. As taxas de detec¢do do DNA do HPV nos estudos de
TORNESELLO et al. (1992), na Africa, ¢ WIENER et al. (1992), nos EUA, foram de
100% e 31%, respectivamente; em ambos estudos o HPV16 foi o mais prevalente.

O HPV16 ¢ identificado em aproximadamente 80 a 90% das neoplasias malignas
do pénis positivas para a infecg@o viral, enquanto que o HPV 18 esta presente em cerca
de 10% dos casos (CUPP et al. 1995). O DNA do HPV tem sido identificado tanto nos
tumores primarios do pénis como nas lesdes metastaticas (BARRASSO et al. 1987,
WIENER et al. 1992). Recente estudo demonstra a presenca de uma mutagdo no
oncogene c-ras em metastase linfonodal de CEC de pénis positivo para HPV1S,
sugerindo que a ativagdo desse oncogene pode ser um evento tardio na progressdo da
doencga (LEIS et al. 1998).

Embora as pesquisas mostrem uma taxa importante de detec¢do do DNA do HPV
no cancer do pénis, a discrepdncia entre a incidéncia dessa neoplasia e a prevaléncia da
infec¢do viral indica que o HPV € apenas um cofator e que outras condi¢des precisam
estar presentes para a completa carcinogénese. Outros virus, como herpes simples, ou 0
fumo, por exemplo, podem atuar como promotores na progressdo da doenga, enquanto

deficiéncias no sistema imune do individuo podem permitir que o virus libere-se de um



38

periodo de laténcia e promova a proliferagdo celular (WIENER e WALTHER 1995).
FRISCH et al. (1996) relatam um caso de associagdo de cancer de pénis e cancer de anus
em um mesmo paciente, imunodeprimido por tratamento quimioterapico € uso de
corticoides apos tratamento de linfoma de Hodgkin. Cancer peniano associado com HPV

tem sido relatado em pacientes com evidente deficiéncia imunolégica, HIV positivos

(POBLET et al. 1999).

2.6.5 Associacio com progndéstico

A associacdo do HPV com varios canceres do homem, principalmente na regiao
anogenital, € bastante clara. O valor prognostico da presenga do virus, no entanto, €
controverso. Existem divergéncias sobre o assunto mesmo no carcinoma do colo uterino,
onde a patogénese viral € mais bem estudada.

A relagdo clinicopatolégica mais consistente entre HPV e cancer do colo do utero
¢ a observagdo que o HPV18 ¢ encontrado predominantemente em adenocarcinomas,
enquanto que o HPV16 € o mais comum em tumores com histologia escamosa (KING et
al. 1989, RIOU et al. 1990, HIGGINS et al. 1991, CHEN et al. 1994, BURGER et al.
1996, NAKAGAWA et al. 1996).

Alguns estudos sugerem associagdo da presenga do HPV no tumor do colo
uterino com a faixa etaria das pacientes (BARNES et al. 1988, KING et al. 1989,
HIGGINS et al. 1991, BURGER et al. 1996, NAKAGAWA et al. 1996). BURGER et al.
(1996), por exemplo, analisando 291 pacientes, observaram que o grupo HPV positivo

(247 pacientes) teve uma tendéncia a ser mais jovem (<45anos), quando comparado ao
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grupo HPV negativo (44 pacientes). Outros estudos, no entanto, ndo identificaram
diferengas na média de idade das pacientes quando considerada a positividade do HPV
nessa neoplasia (CHEN et al. 1994, GARZETTI et al. 1998).

Nao parece haver associagdo da presenca do HPV no carcinoma do colo uterino
com o tamanho e estadiamento da lesdo (CHEN et al. 1994, BURGER et al. 1996,
GARZETTI et al. 1998). Apesar disso, tem-se sugerido que o virus tem uma
participagdo importante na progressido tumoral em virtude de sua associagdo com maior
incidéncia de metastases linfonodais e recorréncia da doenga (GIRARDI et al. 1992,
CHEN et al. 1994, GARZETTI et al. 1998 ). CHEN et al. (1994) relatam que 24,3% das
pacientes portadoras de CEC HPV positivo tinham metéstases linfonodais, enquanto
essa taxa foi de apenas 11% nas pacientes HPV negativo (p<0,05). No estudo de
GARZETTI et al. (1998) as taxas de metastases linfonodais nos grupos de pacientes
HPV positivo e negativo foram de 45% e 10%, respectivamente.

A associag@o da presenga do HPV no carcinoma do colo do utero com incidéncia
de metastases linfonodais é negada por outros estudos, como o de KING et al. (1989).
Esses autores, analisando 85 pacientes, sendo 47 HPV negativas, 20 HPV18 positivas e
18 HPV16 positivas, ndo observaram diferenga significante entre esses 3 grupos quando
considerada a incidéncia de metastases em linfonodos pélvicos e paraadrticos. KENTER
et al. (1993), estudando especificamente 0 HPV 16 em 70 pacientes portadoras de CEC
de colo uterino ECla e IIb, também n3o observaram associagdo da presenga do virus
com metastases linfonodais.

A participagdo de um tipo especifico de HPV na evolugdo e prognoéstico dos

carcinomas do colo uterino também tem sido estudado. Algumas observagdes sugerem
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que o HPV18 pode levar a um comportamento mais agressivo do cancer cervical quando
comparado a outros tipos. BARNES et al. (1988), analisando 30 pacientes, observaram
que 83% do grupo HPV18 positivo foi associado com tumores mal diferenciados (5/6
casos), enquanto que essa associagdo esteve presente em apenas 7% dos HPVI16
positivos (1/14) (p=0,002). Considerando apenas o estadiamento Ib houve mais
metastases linfonodais nas pacientes HPV18 positivas (3/5) do que naquelas HPV16
positivas (4/11). A maior agressividade das neoplasias HPV18 positivas, quando
comparadas aquelas HPV16 positivas ou HPV negativas também tem sido relatada por
outros autores (KURMAN et al. 1988, WALKER et al. 1989, NAKAGAWA et al.
1996).

Alguns estudos sugerem que tumores onde ndo foi detectado o DNA do HPV
apresentam-se com comportamento biologico mais agressivo, aumentando as
controvérsias sobre o assunto (RIOU et al. 1990 e 1992, HIGGINS et al. 1991 e 1992).
RIOU et al. (1990), por exemplo, analisando 106 pacientes portadoras de carcinoma do
colo do utero em estadios iniciais (Ib, Ila e IIb), relatam que as pacientes HPV negativo
tiveram 2,6 vezes maior taxa de recorréncia global (p<0,05) e 4,5 vezes maior risco de
metastase a distancia (p<0,01) do que as pacientes HPV positivo. A taxa de sobrevida
livre de doenga nas pacientes HPV positivo foi significativamente maior do que nas
pacientes HPV negativo (77% x 40%). HIGGINS et al. (1991), analisando 212 pacientes
e utilizando andlise uni e multivariada, concluiram que a auséncia do HPV foi
significativamente associada com pior prognéstico e evolugdo fatal. Os autores
comentam que, considerando a importdncia da inativagdo dos genes de supressdo

tumoral pRb e p53 para o desenvolvimento do cancer do colo uterino, é provavel que
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esses genes estejam mutados ou deletados nos tumores HPV negativos, o que poderia
levar a um pior prognostico.

ROSE et al. (1991) e KENTER et al. (1993) ndo observaram influéncia do
presenca do HPV no carcinoma do colo do utero em relagdo a evolugdo e/ou
prognoéstico das pacientes, com taxas de recorréncia da neoplasia e sobrevida das
pacientes semelhantes nos grupos HPV positivo e negativo.

Existem dificuldades em comparar grupos positivos e negativos para HPV em
cancer de colo uterino porque as neoplasias verdadeiramente negativas sdo raras.
Segundo BURGER et al. (1996): "é provavel que os tumores HPV negativos
compreendam um grupo heterogéneo que inclui tumores verdadeiramente negativos,
tumores com baixo numero de copias virais e tumores com subtipos de HPV ainda ndo
identificados através das técnicas moleculares atuais".

As controvérsias sobre o valor prognostico da presenga do HPV nas neoplasias se
estendem a outras localizagdes. HUSSEINZADEH et al. (1991), estudando 28 pacientes
portadoras de CEC de vulva, relatam que todos os céanceres multifocais foram
associados com alteragdes morfologicas sugestivas da presengca do HPV (coilocitose),
enquanto que essa associagdo esteve presente em apenas 35% das lesdes unifocais.
Metastases nodais ocorreram em 59% das pacientes com lesGes unifocais e em nenhuma
paciente com lesdes multifocais, sugerindo um melhor prognostico quando o virus esta
presente. PINTO et al. (1999a), por outro lado, analisando 184 carcinomas vulvares no
Brasil, relatam que a presenga do HPV nio influenciou a sobrevida das pacientes, apesar

da sua clara associa¢do com histologia basal6ide.
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PAZ et al. (1997), analisando 167 carcinomas de cabeca e pescogo e esdfago,
relatam que os pacientes HPV positivos apresentaram-se com tumores maiores € em
estadiamentos mais avangados do que os pacientes HPV negativos (p=0,01). Apenas
4/24 (16,7%) pacientes com DNA do HPV nos tumores tinham linfonodos negativos,
comparado a 73/140 (52,1%) do grupo sem o virus. A sobrevida dos dois grupos, no
entanto, foi similar. PINTOS et al. (1999), também analisando tumores de cabega e
pescogo (101 casos), relatam que a taxa de detecgdo do HPV foi maior nos casos sem
metastases linfonodais do que naqueles com doenga metastatica (21,4 x 6,5%), diferenga
marginalmente significante (p=0,06). A sobrevida dos pacientes HPV positivo e
negativo foi semelhante. WILLIAMS et al. (1996), analisando 35 pacientes portadores
de carcinoma anal, ndo observaram diferencas significantes em relagdo a idade ou
sobrevida das pacientes quando considerados os grupos HPV positivo (24 casos) e HPV
negativo (11 casos).

O unico estudo encontrado que analisa o valor prognostico do HPV no carcinoma
invasivo de pénis foi o de WIENER et al. (1992). Esses autores analisaram 29 pacientes
utilizando PCR e hibridizagdo especifica com iniciadores do HPV16 e 18. Nove
pacientes foram positivos para HPV16/18 e 20 foram negativos. Nao houve diferenga
entre os dois grupos quando considerados os fatores idade, presenga de metastases
linfonodais e presenga de doenga recorrente. As sobrevidas global e especifica por
doenga também foram semelhantes.

A discrepancia dos resultados entre as diversas séries, quando se considera o

valor prognoéstico do HPV, pode ser decorrente de amostras algumas vezes pequenas,
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técnicas cirurgicas diferentes e métodos de detecgdo do DNA viral com sensibilidade

diferente.



OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA
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3 Objetivos e justificativa
3.1 Objetivos

3.1.1 Estudar o possivel valor prognostico do HPV em pacientes portadores de cancer de
pénis.

3.1.2 Estudar a correlagdo da coilocitose e HPV no cancer de pénis.

3.2 Justificativa

O cancer do pénis, embora raro em paises desenvolvidos, apresenta importantes
taxas de incidéncia no Brasil. E uma doenca essencialmente loco-regional e pode ter
altos indices de cura, mesmo na vigéncia de metastases linfonodais.

A linfadenectomia ilioinguinal, método de eleicdo para tratamento dos
linfonodos, se acompanha de altos indices de morbidade. Além disso, a pouca
sensibilidade e especificidade dos exames clinicos e complementares no estadiamento
pré-operatorio, induz a realizagdo de cirurgias desnecessarias, com retirada de
linfonodos histologicamente negativos.

A identificagdo de fatores prognosticos ajuda na sele¢do de grupos de baixo e
alto risco para metastatizagdo linfonodal, com melhor indicagdo do procedimento
cirargico a ser utilizado e consequente menor morbidade. O DNA do HPV, presente em
cerca de 50% dos carcinomas do pénis, encontra-se integrado nas cé€lulas cancerosas e
poderia participar na evolugio da neoplasia. O diagnostico morfologico da infecgio pelo

HPV, caracterizado principalmente pela presenca de coilocitose, embora seja o mais
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comumente utilizado, tem sua acuracia contestada quando comparada com testes de
hibridizagdo molecular.

Na literatura consultada ndo encontramos estudos com casuistica representativa
de carcinoma de pénis, apresentando informag¢des histopatolégicas do tumor primario e
dos linfonodos regionais, que avaliassem o valor prognostico do HPV.

A presente investigacdo, baseada na analise de uma série consideravel de
pacientes submetidos a amputagdo e linfadenectomia ilioinguinal, e utilizando-se de
metodologia adequada para detec¢ao do DNA do HPV em amostras parafinadas, pode
contribuir no estudo das variaveis prognosticas dessa neoplasia, ajudando para um

melhor planejamento terapéutico.



CASUISTICA E METODOS



46

4 Casuistica e métodos
4.1 Casuistica

Foi realizada uma analise retrospectiva de 82 pacientes consecutivos,
selecionados a partir de 730 portadores de carcinoma espinocelular primario do pénis,
atendidos no Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital A.C.Camargo, Fundagio
Antonio Prudente, Sdo Paulo, no periodo de janeiro de 1953 a dezembro de 1992. Os
dados foram coletados a partir dos prontuarios do Servigo de Arquivo Médico Estatistico
(SAME) do referido hospital, sendo sumarizados em formulario padronizado (Anexo 1).

Foram avaliados apenas os pacientes que seguiram os seguintes critérios de
inclusdo: a) diagnostico histologico de carcinoma espinocelular primitivo do pénis; b)
auséncia de tratamento oncologico prévio, c) auséncia de outras neoplasias
concomitantes; d) tumor primario tratado por amputagdo ou resseccdo ampla; e)
linfadenectomia inguinal ou ilioinguinal bilateral, concomitante ou apés a cirurgia do
tumor primario; f) disponibilidade de dados clinicos e anatomopatologicos do tumor
primario e linfonodos dissecados; g) disponibilidade dos blocos de parafina referentes as
laminas originais do tumor primario e h) gene da B-globina amplificavel por PCR

(controle de viabilidade do DNA extraido do tecido parafinado)
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4.2 Métodos

4.2.1 Diagnéstico e estadiamento clinico

A avaliagdo inicial de todos os pacientes foi feita através de exame clinico geral,
analisando-se os diversos sistemas organicos, € exame loco-regional, onde se definia o
aspecto, localizagdo e extensdo local do tumor primario. O tamanho da neoplasia foi
baseado no seu maior didmetro. A avaliagdo das regides inguinais foi feita através de
palpagdo dessas areas, com identificagio ou ndo de linfonodos clinicamente
metastaticos. O exame loco-regional foi complementado com a realizagdo de toque retal,
para investigagdo de possivel infiltragdo da raiz do pénis e prostata.

A confirmagdo diagnostica foi feita através de estudo histopatologico de
fragmento tecidual proveniente de biopsia incisional da lesdo, em area limitrofe entre o
tecido neoplasico e o sadio. O material obtido foi fixado em formol a 10% com posterior
inclusdo em parafina e os cortes foram corados pela hamatoxilina-eosina. Quando os
pacientes tinham sido biopsiados em outras instituigGes, procedia-se sempre a revisao
das laminas.

Foram realizadas radiografias de térax, nas incidéncias postero-anterior e perfil,
para investigagdo de possiveis metastases a distdncia. O estadiamento clinico utilizado
foi o TNM (HARMER 1978) (Tabela 1), onde ndo se recomenda o agrupamento dos
pacientes por estadios clinicos e se considera linfonodos regionais aqueles localizados

nas regides inguinais.
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4.2.2 Procedimento cirargico

Todos os pacientes foram tratados por cirurgia, sendo realizada a ressec¢io do
tumor com margem macroscOpica minima de 2cm. De acordo com a extensdo do tumor
primario, foi realizada ressec¢do ampla, amputagdo parcial ou total do pénis. Nos casos
de amputag@o total a uretra foi reimplantada no perineo.

Os linfonodos regionais foram tratados por linfadenectomia inguinal ou
ilioinguinal bilateral. A linfadenectomia ilioinguinal consistiu na ressec¢do em
monobloco de linfonodos, vasos linfaticos e tecido areolar de sustentacdo da cadeia
iliaca primitiva, externa e interna, do conteido da fossa obturadora e da regido inguinal,
conforme técnica preconizada no Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital
A.C.Camargo (GENTIL et al. 1986). No caso das linfadenectomias inguinais, a cirurgia

limitou-se a essa regido, sendo excisados os linfonodos superficiais e profundos.

4.2.3 Exame anatomopatolégico do tumor primario

As pegas operatoérias foram fixadas em formol a 10%. Verificou-se inicialmente
o tamanho da lesdo baseando-se no seu maior didmetro, extensdo em relagdo a glande,
prepucio, corpo do pénis, uretra e estruturas adjacentes. No minimo dois cortes
representativos da peca cirirgica, além de fragmentos da margem de ressecgdo, foram
incluidos em parafina e corados pela hematoxilina-eosina.

Todas as laminas foram revistas por um unico patologista (Dr. Geraldo Santiago

Hidalgo — Hospital A.C.Camargo), sendo analisadas as seguintes variaveis:
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a) Espessura do tumor: medida a partir da superficie até a regido de infiltragdo mais
profunda, usando-se uma escala milimétrica aplicada sobre o corte histologico. De
acordo com essa variavel os tumores foram divididos em dois grupos: 1) entre 1 ¢ Smm
e 2) maior que 5 mm.

b) Grau de diferenciagdo histolégica: os carcinomas espinocelulares foram classificados,
de acordo com o grau de diferenciag@o celular, em:

Grau 1 (Bem diferenciado), caracterizado pela presenca de células poligonais
estratificadas, numerosas e visiveis pontes intercelulares, poucas mitoses, pequeno grau
de anaplasia e evidente queratinizagdo com presenga de numerosas e visiveis pérolas
corneas.

Grau II (moderadamente diferenciado), caracterizado pela presenga de cé€lulas poligonais
estratificadas, com poucas pontes intercelulares. Pérolas corneas escassas ou ausentes.
Pleiomorfismo nuclear evidente com mitoses numerosas € atipicas.

Grau III (pouco diferenciado), caracterizado pela raridade de células poligonais, com
dificil visualizagdo de pontes intercelulares. Predominio de células pequenas, alongadas
e indiferenciadas. Acentuado pleiomorfismo e hipercromasia nuclear com mitoses
atipicas e frequentes. Os tumores que apresentavam diferentes caracteristicas
morfologicas foram classificados de acordo com o aspecto predominante.

c) Embolizagdo vascular linfatica, caracterizada pela presen¢a de células neoplasicas,
livres ou agrupadas, no limen vascular de paredes delgadas, revestidos por células

endoteliais desprovidas de fibras musculares lisas ou de hemécias.
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d) Embolizagio vascular venosa, caracterizada pela presenca de células neoplasicas,
livres ou agrupadas, no lumem vascular com hemacias e com revestimento endotelial e
fibras musculares.

e) Infiltragdo de corpos cavernosos e/ou esponjoso, caracterizada pela invasdo dessas
estruturas, parcial ou totalmente, pelas células neoplasicas.

f) Infiltragdo da uretra, caracterizada pela infiltragdo de células neoplésicas no epitélio
e/ou corion subjacente.

g) Infilirado mononuclear e eosinofilico, avaliados como ausentes, leves, moderados,
acentuados e n3o determinados. O infiltrado mononuclear acentuado caracterizou-se por
grande acimulo de células inflamatérias, de maneira difusa ou focal e ao redor da
neoplasia. Na forma leve havia poucas e esparsas células inflamatorias ao redor do
tumor. A infiltragdo moderada foi representada por uma situag@o intermediaria entre a
acentuada e a leve. Os mesmos critérios foram utilizados para definir os infiltrados
eosinofilicos.

h) Presenga de coilocitose, caracterizada pelo achado de células coilocitéticas, uni ou
binucleadas, com cromatina grosseira ou hipercromica, circundadas por citoplasma
opaco ou vacuolizado.

Alguns dos aspectos histologicos supracitados estdo ilustrados nas figuras 3 - 10.
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Figura 3. Padrio infiltrativo de carcinoma espinocelular moderadamente

diferenciado do pénis. (Picro-Sirius hematoxilina — 20x)
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Figura 4. Imagem de crescimento de carcinoma espinocelular de pénis
“empurrando” a parede endotelial de um linfatico. Infiltrado linfoplasmocitirio

evidente (HE, 100x)
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Figura 5. Embolia linfitica por células neoplasicas com leve infiltrado linfocitirio

perivascular (HE, 20x)
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Figura 6. Infiltracio tumoral perivascular e embolia venosa por células neoplisicas

(HE, 20x)



Figura 7. Extensa infiltracio dos corpos cavernosos por células neoplasicas (Picro-

Sirius hematoxilina, 20x)



Figura 8. Infiltracio tumoral adjacente as glindulas periuretrais (HE, 40x)
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Figura 9. Extenso infiltrado linfoplasmocitario ao redor de crescimento invasivo de

carcinoma espinocelular de pénis bem diferenciado (HE, 20x)
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Figura 10. Grande aumento de coilocitose encontrada em papilas de dreas de

acantose. Além do pleomorfismo nuclear, ¢ evidente o aspecto opaco citoplasm:tico

perinuciear. (HE, 100x)
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4.2.4 Exame anatomopatolégico dos linfonodos

As pecas operatorias das linfadenectomias foram fixadas em formol a 10%.
Identificou-se o niamero de linfonodos dissecados e, em 20 pacientes, o nivel (inguinal
ou iliaco). Procedeu-se a sec¢do dos linfonodos em cortes longitudinais passando pelo
hilo. No minimo dois fragmentos representativos foram incluidos em parafina e os cortes
histologicos foram corados pela hematoxilina-eosina. Os linfonodos foram classificados
como metastaticos, quando estavam infiltrados pela neoplasia, e ndo metastaticos,

quando livres de células neoplasicas.

4.2.5 Deteccdo do DNA do HPV no tumor primario

ApoOs pesquisa no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica,
identificaram-se as laminas histologicas referentes a peca cirurgica (tumor peniano). Em
virtude de haver, em varios casos, mais de uma ldmina representativa do tumor primario,
todas as laminas foram revistas por um unico patologista (Dr. Humberto Torloni —
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer), identificando-se aquela mais
representativa da lesdo. Os blocos de parafina referentes a essas laminas foram cortados
e os fragmentos (4 cortes de 5u) acondicionados em tubos de polipropileno de 1,5ml.

Os fragmentos de tecido foram digeridos com proteinase K (200ug/ml) a 56'C, por 2
a 4 dias. Nesta temperatura a parafina apresenta-se em estado liquido. Procedeu-se,
entdo, a extragdo do DNA através do método do fenolcloroférmio, seguindo-se as

seguintes etapas:



a)

b)
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Adigdo de fenol saturado (1vol. Amostra : 1 vol Fenol), homogenizando-se durante
no minimo 10 seg. em agitador de tubos do tipo vorfex. Acrescentou-se cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) (1vol.amostra: 1vol.cloroformio) a agitou-se por, no minimo,
10 seg. Centrifugou-se por 3 min.

Remogdo da fase aquosa (superior), transferindo-a para tubo limpo, onde se
adicionou cloroformio/alcool isoamilico (1:1). Agitou-se por, no minimo, 10 seg.
realizando-se nova centrifugacdo em microcentrifuga, transferindo-se a fase aquosa
para outro tubo limpo.

Para a precipitagdo do DNA, adicionou-se a fase aquosa acetato de sédio 3M, pH 6,0
(10% do volume da amostra-concentragio final 0,3M) e etanol 100%, gelado (2,5x o
volume da amostra-concentragao final 70%). Misturou-se por inversdo, incubando-se
no freezer a -70°C, por pelo menos 1 hora.

Centrifugagdo por 20 min a baixa temperatura. Aspira¢do do etanol com pipeta de
vidro fina acoplada ao aspirador, secando-se em bomba de vacuo.

Ressuspensdo em 50 pl de tampao TE (10mM Tris-HCL, pH 7.4, ImM EDTA),
misturando-se em vorfex por 2 min.

4.2.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Previamente a realizagdo da PCR com iniciadores especificos para o HPV, a

viabilidade do DNA foi testada por meio de outra PCR e amplificagdo de um segmento

do gene da beta-globina (100pb), utilizando-se iniciadores para PCO3 e G74 (BAUER et

al. 1991). A reagio foi padronizada da seguinte maneira:

Iniciadores: PCO3: 5’- ACACAACTGTGTGTTCACTAGC-3’

G74: 3°- CAACTTCATCCACGTTCAC-5’

Concentragdes dos reagentes (Perkin Elmer, New Jersey, USA):
50mM KCL

10mM TRIS-HCL (pH 8,5)

200uM de cada ANTP

2,5U de Taq Polimerase (Cenbiot, RS, Brasil)

50nM de cada primer

1,5 mM de Cloreto de Magnésio

Volume de DNA aplicado: 1, 3 ou 6yl

Volume final por tubo: 50 ul

Nuamero de ciclos:40

Desnaturag@o: 95°C- 1 min.

Anelamentos: 55°C- 1 min.

Extensdo: 72°C- 2 min (Gltimo ciclo-7min)
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Para a amplificacdo de um fragmento de 140pb do gene L1 do HPV utilizaram-
se iniciadores GP5+/GP6+ (HUSMAN et al. 1995). As condigOes utilizadas para essa
PCR foram as seguintes:

Iniciadores: GP5+: 5°-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’
GP6+: 3°- CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG-5’

Concentragdes dos reagentes (Perkin Elmer, New Jersey, USA):

50mM KCL

10mM TRIS-HCL (pH 8,5)

200uM de cada dNTP

2,0U de Taq Polimerase (Cembiot, RS, Brasil)

50pM de cada primer

3,0 mM de Cloreto de Magnésio

Volume de DNA aplicado: 1, 3 ou 6l

Volume final por tubo: 50 ul

Numero de ciclos:40

Desnaturagdo: 95°C- 1 min.

Anelamentos: 40°C- 1 min.

Extensdo: 72°C- 1,5 min (Gltimo ciclo-4min)

4.2.5.2 Analise dos produtos amplificados

Para analise dos produtos amplificados foram utilizados géis de poliacrilamida a

7%, corados pela prata, cuja confec¢do seguiu as seguintes etapas:

Solugdo Acrilamida:bisacrilamida 30% (29:1)-3,5ml
Agua MilliQ-9,9ml

BTE 10x pH8,3 (Tris-borato-EDTA)- 1,5ml

APS 10% (Persulfato de aménio) - 150pl

TEMED 0,1%-15ul

Volume final para dois géis- 15ml.
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O tamp@o de amostra utilizado € composto de azul de bromofenol e xilenocianol
a 0,25% cada e ficoll 15% (SAMBROOK e FRITSCH, 1989). O tampao da corrida foi o
BTE1x e a voltagem utilizada variou de 50 a 100V. Para a visualizagdo dos resultados
utilizou-se a técnica de impregnagdo argéntica (SANGUINETTI et al. 1994), conforme
descrito abaixo:
Fixador: Etanol 10%; ac. Acético 0,5%
Corante: Nitrato de prata (AgNO3) 0,2%
Revelador: NaOH 0,75M e formaldeido 0,1M
a) Colocou-se o gel no fixador por, no minimo, 2 min, agitando.
b) Adicionou-se o corante por 10 min, sob agitagido suave.
¢) Lavou-se com agua MilliQ duas vezes, adicionando-se o revelador e agitando-se por

tempo suficiente

d) Colocou-se no fixador novamente

Montou-se em placa de vidro envolto em celofane, deixando-se secar a temperatura
ambiente.

Exemplos de gel de poliacrilamida contendo os produtos de PCR para o gene da

B-Globina e gene L1 do HPV sdo apresentados nas figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%, corado por nitrato de prata,
contendo os produtos de PCR (130 pares de bases) do gene da B-Globina de
diversos casos (amostras 2-12) e controle negativo (amostra 13 — mistura de todos
os reagentes sem adicdo do DNA). A camaleta 1 mostra o marcador de peso
molecular.
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%, corado por nitrato de prata,
representando os produtos da PCR realizada com iniciadores GPS e GP6. A
amostra 4 é positiva para HPV (seta) e as amostras S a 8 sdo negativas. As amostras
2 (SiHa) e 3 (Hela) sdo controles positivos, enquanto as amostras 9 (DNA de
linhagem celular humana, HPV-negativa) e 10 (mistura de todos os reagentes sem
adicio de DNA) sdo controles negatives. Na canaleta 1 esta o marcador de peso
molecular (DNA de bacteriéfago @X174, digerido com Hae II)
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4.2.5.3 Hibridizacéo dot blot

Os produtos amplificados a partir dos iniciadores genéricos foram tipados por
hibridizagdo dot blot. Estes produtos foram hibridizados com as seguintes sondas de
HPV (isoladamente ou em coquetéis), marcadas pelo fosforo radioativo (P*%):
6,11,16,18,31,33,34,35,39,40,42,43,44,45,51,52,54,56,58.

Em cada membrana utilizou-se, além dos controles positivos e negativos dos
produtos da PCR, controles para diferentes tipos de HPV, provenientes de amplificagdes
por PCR de plasmidios e amostras clinicas, como segue:

-Plasmidios: contendo o genoma completo dos HPVs tipo

6,11,16,18,31,33,39,42,45,54,55, HeLa (linhagem celular derivada de carcinoma do colo

do utero, apresentando 20-40 copias de HPV18/célula) e SiHa (linhagenr celular
derivada de carcinoma do colo do utero, apresentando 1-2 copias de HPV16/célula)

-Amostras clinicas, cujo tipo de HPV foi previamente determinado.

A hibridizagdo seguiu as seguintes etapas:

a) Desnaturag@o de 8ul do produto da reagido de PCR com solugdo NaOH 1,6N; EDTA
0,1M. Dos controles, foram utilizados 2 e Spul, respectivamente. Pipetou-se a mistura
sobre uma membrana de nylon ajustada a uma dof machine, com vacuo ligado
constantemente. As posi¢des das amostras foram marcadas. As membranas, entéo,
foram removidas e deixadas para secar sob papel de filtro.

b) Para fixagdo do DNA, as membranas foram expostas a luz ultravioleta por 5 min.

c) As membranas foram umedecidas com solugdo 2xSSC e colocadas em um saco
plastico com 5ml da solu¢do 6xSSC, 10x Denhardt’s, 0,5% SDS e 100pug/ml de

esperma de salmdo desnaturado, sendo em seguida incubadas a 55°C por 3 horas
(pré-hibridizagdo).
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d) Adicionaram-se as sondas radioativas a solugdo anterior, permanecendo incubadas a
mesma temperatura, por 12 a 24 horas (hibridizago).

e) Lavaram-se as membranas com solugdo 3xSSC, 0,5%SDS, em trés etapas: a
primeira, por 10 min. & temperatura ambiente; as outras duas, por 30 min cada, a
85°C.

f) As membranas foram expostas a filme RX, por 18 a 36 horas a -70°C.

A hibridizag@o foi verificada, ap6s a revelagdo do filme, pela presenga de pontos
escuros no local correspondente as amostras adicionadas a membrana, conforme

gabarito (figura 13).
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Figura 13. Autoradiograma de membrana submetida a hibridizacio em pontos com
sonda especifica para HPV16. As amostras B4 e F3 correspondem a 2 casos de
cancer de pénis positivos. As amostras E7 (plasmidie contendo o genoma completo
do HPV 16) e I8 (SiHa — linhagem derivada de carcinoma cervical, HPV16-
positiva) sdao controles positivos. As membranas foram preparadas adicionando-se
a cada ponto produtos de PCR oriundos dos casos (pesicdes Al — M6). Nas demais
posicdes entre A7 e L8 foram colocados os controles positives para HPVs dos tipos
6,18,31,33,35,39,42,45,51,52,53,54,55,56,58.
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4.2.5.4 Critérios de positividade para HPV

Os casos foram considerados HPV positivos quando observou-se um produto do
tamanho esperado, representado por uma banda na mesma altura do controle positivo no
gel de poliacrilamida ap6s PCR por iniciadores genéricos e/ou havia um sinal

indiscutivel na hibridizagdo dot blot.

4.2.6 Recorréncia da neoplasia

A expressdo “recorréncia da neoplasia” foi utilizada neste estudo para indicar
recidiva local, regional ou metastases a distancia. As recidivas locais foram aquelas que
aconteceram no coto peniano e/ou nos tecidos adjacentes a regido do pénis amputado,
enquanto que as recidivas regionais ocorreram em local de esvaziamento prévio.
Tumores recidivantes fora dessas regides foram considerados como metastases a

distancia.

4.2.7 Critérios de seguimento dos pacientes

O acompanhamento dos pacientes foi realizado em consultas ambulatoriais,
mensais no primeiro semestre apds a cirurgia e bimestrais no segundo semestre. Do
segundo ao terceiro anos as consultas foram trimestrais e, a partir do terceiro ano,
anuais. As avaliagGes periddicas incluiam sistematico exame clinico loco-regional.
Radiografias de torax foram feitas anualmente ou na vigéncia de quaisquer queixas

respiratorias.
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Segundo o seguimento, os pacientes foram classificados nas seguintes categorias:
a) Vivos sem cancer.
b) Obito pelo cancer ou por complica¢des do tratamento, incluindo 6bito pés-operatério
(até 30 dias ap0s a cirurgia).
c¢) Obito por outras causas.

d) Perdidos no seguimento.

4.2.8 Analise estatistica

Para arquivo e registro das informagdes coletadas foi criado um banco de dados
especifico utilizando-se o programa Excel 7.0, cujas principais varidveis estdo
demonstradas no anexo 2. Posteriormente as informagdes foram exportadas para o
programa SPSS for windows, versdo 8.0, onde foi realizado todo o estudo estatistico.

A mensuragdo das variaveis quantitativas foi expressa pelas médias e desvios
padrdes. A associagdo entre as variaveis qualitativas foi avaliada através do teste do Chi-
quadrado em tabelas de contingéncia de dupla entrada. Sempre que necessario, devido as
frequéncias menores do que 5 ou ao pequeno tamanho da amostra analisada, utilizou-se
o teste exato de Fisher. Para analise das diferencas entre médias utilizou-se o teste t de
Student. Foi aceito um p<0,05 (95%) como critério para rejeicio da hipotese de

nulidade.



70

Para estudar o efeito isolado das variaveis sobre o prognostico, os dados foram
medidos em termos de sobrevida especifica por doenga, caracterizada pelo tempo em
dias decorrido entre a cirurgia do tumor primario e o ébito pelo cancer ou tltima data de
seguimento. O calculo dos estimadores de sobrevida foi feito pela técnica de KAPLAN
E MEIER (1958). Comparagdes entre distribuigdes de sobrevida para categorias de uma
mesma variavel foram feitas pelo teste de Log-Rank.

Para analise multivariada utilizou-se o modelo de riscos proporcionais de Cox
(COX 1972), avaliando-se os riscos relativos de obito em relag@o a presenga do DNA do

HPYV e aos fatores anatomopatoldgicos do tumor primario estudados.



RESULTADOS
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5 Resultados

5.1 Aspectos clinicos

A idade dos 82 pacientes variou de 27 a 77 anos (média 51,9; dp12,7). Treze
(15,9%) apresentavam idade inferior a 40 anos, enquanto 69 (84,1%) tinham mais de 40
anos; sessenta (73,2%) eram brancos e 22 (26,8%) néo brancos.

Considerando 56 pacientes em que havia informac@o sobre o estado civil, 45
(80,4%) eram casados e 11 (19,6%) ndo casados (solteiros, separados, viavos). Historia
prévia de doencas venéreas foi referida por 22 (26,8%) pacientes; treze (15,9%)
negavam doengas venéreas e nao havia essa informacgéo em 47 (57,3%) casos.

Setenta (85,4%) pacientes ndo tinham passado cirurgico de postectomia. Em 10
(12,2%) casos a postectomia tinha sido realizada ja em decorréncia do tumor do pénis e
em 2 casos (2,4%) havia histéria de realizagdo desse procedimento ndo relacionado a
neoplasia. Sessenta e sete (81,7%) pacientes apresentaram-se a primeira consulta com o
tumor do pénis intacto, enquanto 15 (18,3%) ja tinham sido biopsiados previamente.

A principal queixa referida pelos pacientes foi a presenga de ferida no pénis.
Noventa e um (98,7%) pacientes relataram esse sintoma associado com dor, inflamagio
local, disuria e prurido; em 35 (42,7 %) casos o ferimento peniano foi a Ginica queixa. O

tempo de evolugdo da doenga variou de 1 a 240 meses (média 14,7; dp 30,1).
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De acordo com o estadiamento cTNM (1978), 19 (23,2%) pacientes
apresentaram T2, 54 (65,9%) T3, 6 (7,3%) T4 e 1(1,2%) Tx. A classificagdo NO, N1,
N2 e N3 foi atribuida a 32 (39,0%), 10 (12,2%), 27 (32,9%) e 11 (13,4%) pacientes,
respectivamente. Em 2 (2,4%) casos ndo havia informagio sobre o estadiamento.

A frequéncia de todas as variaveis clinicas e anatomopatologicas estudadas €
demonstrada nas tabelas 2 e 3. A tabela 4 apresenta a distribuicdo dos pacientes

conforme o estadiamento clinico do tumor primario e dos linfonodos regionais.



Tabela 2. Frequéncia das variaveis clinicas em 82 pacientes

Variavel Niumero de pacientes %
Idade
Até 40 13 15,9
> 40 69 84.1
Estado civil
Casados 45 54,9
Nio casados 11 134
Sem informagéo 26 31,7
Raga
Branca 60 73,2
Néo branca 22 26,8
Tempo de evolu¢do da doenga
Até 6 meses 40 48.8
> 6 meses 42 512
Antecedentes venéreos
Nio 13 15.9
Sim 22 26,8
Sem informagdo 47 57.3
Estadiamento cT
T1 0 0.0
12 19 232
T3 54 65,9
T4 6 7.3
Tx
Sem informag&o 2 2.4
Estadiamento ¢cN
NO 32 39,0
N1 10 12,2
N2 27 32,9
N3 11 13.4
Sem informacgdo 2 24
Cirurgia do tumor primario
Ressecgio local 1 1,2
Amputacio parcial 24 29,3
Amputacdo total 57 69,5




Tabela 3. Frequéncia das variaveis anatomopatolégicas do tumor priméirio nos 82 pacientes

Variavel N° de pacientes %
Grau de diferenciacido

I 60 73,2
i 21 25,6

m 1 12

Espessura do tumor

1 a 5Smm 20 244

>5mm 60 73,2
indeterminada 2 24

Permeacao linfatica

Ausente 28 34.1
Presente 49 59.8
Indeterminada 5 6.1

Embolizacao venosa

Ausente 59 72,0
Presente 17 20,7
Indeterminada 6 7.3

Infiltracd@o de corpos cavernosos

Ausente 39 47.6
Presente 28 341
Indeterminada 15 18.3

Infiltracdo de uretra

Ausente 30 36,6
Presente 24 293
Indeterminada 28 34,1

Infiltrado mononuclear

Nio 3 3.6
Leve 29 354
Moderada 29 354
Acentuada 20 24 4
Indeterminada 1 1,2

Infiltrado eosinofilico

Nao 38 46,3
Leve 25 30,5
Moderada 10 12,2
Acentuada 8 9.8
Indeterminada 1 1.2
Coilocitose
Presente 41 50,0
Ausente 40 48.8

Indeterminada 1 1,2




Tabela 4. Nimero e porcentagem de pacientes segundo estadiamento clinico T e N.

Estadio clinico T Estadio clinico N Total
NO N1 N2 N3 Sem
n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) informacio n°(%)
T1 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) - 0 (100)
T2 14 (17,0) 2 (2.4) 3 (3,6) 0 (0,0) 5 19 (100)
T3 17 (20,7) 7(8.,5) 20 (24.3) 10 (12,1) - 54 (100)
T4 1 (12) 1(1.2) 3 (3,6) 1 (12) : 6 (100)
Tx z : 1 (12) 5 2 1 (100)
Sem informacgéio - - - - 2(24) 2 (100)
Total 32(39,0) 10 (12,2) 27(32,9) 11(13.4) 224 82 (100)

5.2 Aspectos cirurgicos

Vinte e quatro (29,3%) pacientes submeteram-se a amputagdo parcial e 57
(69,5%) a amputagdo total do pénis. Excisdo ampla do tumor foi realizada em 1 (1,2%)
paciente. Os esvaziamentos inguinal e ilioinguinal bilateral foram realizados em 26
(31,7%) e 56 (68,3%) pacientes, respectivamente. Foram dissecados um total de 2418
linfonodos (média 29,5; dpl3,5), variando de 4 a 85 por paciente. Quarenta e dois
(51,2%) pacientes apresentavam metastases linfonodais enquanto os restantes 40
(48,8%) tinham linfonodos livres de neoplasia. Houve um total de 124 linfonodos
metastaticos (média 2,95; dp 1,95), com variagdo de 1 a 9 por paciente. A frequéncia de

pacientes de acordo com o niumero de linfonodos metastaticos é demonstrada na tabela

5.
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Tabela 5. Niimero e porcentagem de pacientes segundo nimero de linfonodos metastaticos

N° de pacientes (%) N° de linfonodos
Metastaticos
11 (26,2) 1
9((21.4) 2
9(21.4) 3
6 (14.3) B
4(9.5) 5
2 (4.8) 9
1(2.4) 6

O numero e porcentagem dos linfonodos dissecados e metastaticos, de acordo

com o tipo de esvaziamento, € demonstrado na tabela 6.

Tabela 6. Niimero e porcentagem de linfonodos, segundo tipo de esvaziamento linfonodal

Tipo de Linfonodos dissecados Linfonodos metastaticos
esvaziamento n° (%) n° (%)
Inguinal 516 (21,3) 16 (13.0)
Ilioinguinal 1902 ( 78.7) 108 ( 87.0)
Total 2418 (100) 124 ( 100)

Considerando 35 pacientes nos quais havia informagéo sobre a lateralidade dos
linfonodos metastaticos, observou-se que 14 (40%) pacientes apresentavam metastases
unilaterais e 21(60%) bilaterais.

Um total de 20 pacientes apresentavam informag@o sobre o nivel dos linfonodos
metastaticos. O comprometimento inguinal, inguinal associado com iliaco e iliaco

isoladamente foi de 80%, 15% e 5%, respectivamente (tabela 7).
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Tabela 7. Nimero e porcentagem de pacientes segundo o nivel dos linfonodos

metastiticos

Niveis N° de pacientes (%)
Inguinal 16 (80)
ilioinguinal 3 (15)
Iliaco 1(5)
Total 20 (100)

ComplicagGes poOs-operatérias relacionadas as amputagdes ocorreram em 25
(30,5%) pacientes, sendo a estenose uretral a mais frequente (19 casos, 23,2%). Em
relacdo as linfadenectomias, houve complicagdes pos-operatorias em 74 (90,2%) casos,
sendo as mais frequentes a associagdo de infecg@o, necrose e deiscéncia dos retalhos
dermogordurosos, presentes em 39 (47,5%) pacientes. Houve 6 (7,3%) casos de ruptura
de vasos femurais e 28 (34,1%) pacientes evoluiram com linfedema de membros
inferiores, geralmente associados a infecg¢do e deiscéncia dos retalhos de pele. As tabelas
8 e 9 mostram o numero e percentual de pacientes que apresentaram complicagdes poOs-

operatorias.
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Tabela 8. Numero e porcentagem de pacientes segundo complicagdes pos-operatorias relacionadas

as amputagdes do pénis.

Complicagdes Pacientes
n°(%)
Sem complicagdes 57 (69.5)
Estenose de uretra 19 (23.2)
Deiscéncia 2 24
Infecgdo 1 (L2)
Hemorragia 1 (L.2)
Infeccdo e deiscéncia 1 (1,2}
Infecgdo, deiscéncia ¢ estenose 1 (1.2)
Total 82 (100)

Tabela 9. Nimero e porcentagem de pacientes segundo complicacdes pos-operatorias relacionadas

as linfadenectomias.

Complicacoes Pacientes
n° (%)

Infeccdo, necrose e deiscéncia 39 (47.5)

Linfedema associado a infeccio e 23 (28,0)

necrose de pele
Ruptura de vasos (associado a 6 (7.3)

infeccdo e necrose de pele)

Linfedema (isolado) 5 (6.1)
Infecgio (isolada) 1 (1.2)
Sem complicagdes 8 (9.8

Total 82 (100)
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5.3 Aspectos anatomopatologicos e presenca do DNA do HPV no tumor primario
Foi detectada a presenga do DNA do HPV no tumor do pénis em 25 (30,5%)

pacientes. Nos restantes 57 (69,5%) pacientes essa analise foi negativa. A frequéncia dos

tipos de HPV detectados € demonstrada na tabela 10.

Tabela 10. Frequéncia dos tipos de HPV em 25 pacientes

Tipo de HPV n° de casos %
16 13 52
18 + 16
31/33/35¢ 3 12
6/11° 2 8
16/18 ° 1 4
45 1 4
51/52° 1 4
Total 25 100

a.Sondas testadas conjuntamente; b. Amostras contendo os dois tipos de HPV
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As médias de idade do grupo de pacientes HPV negativo (52,7; dp 11,9) e HPV
positivo (50,3; dp14,6) foram semelhantes (p=0,440). O presenga do HPV, por outro
lado, foi significativamente associado com faixa etaria e estado civil. Nos pacientes
abaixo de 40 anos (p=0,046) e casados (p=0,025) houve maior detec¢io do DNA viral
(tabela 11). Houve também significancia estatistica entre a presenga do DNA do HPV e
a auséncia de permeacdo linfatica (p=0,007) (tabela 12). Na analise multivariada, apos
ajuste por idade, apenas a associagdo entre a presenga do HPV e a permeagdo linfatica
permaneceu significativa (OR 0,27; IC [0,10; 0,75]), mostrando uma menor frequéncia

de permeag@o linfatica nos pacientes portadores do virus.



81

Tabela 11. Associagiio entre a presenca do DNA do HPV no tumor primdrio com varidveis clinicas.

Variavel Categoria DNA do HPV p(X>)
Ausente (%) Presente (%)

Idade Até 40 6 (46,2) 7 (53.8) 0,046
> 40 51 (73.9) 18 (26.1)

Estado civil * Casado 30 (66.7) 15 (33,3) 0,025
Outros 11 (100) 0 (0,0)

Raga Branca 42 (70,0) 18 (30,0) 0,874
Nio branca 15 (68.2) 7 (31.8)

Tempo de evolugio Até 6 meses 27 (67.5) 13 (32.5) 0,699
> 6 meses 30 (71.4) 12 (28.6)

Antecedentes Nio 9 (69.2) 4 (30.8) 0,948

venéreos * Sim 15 (68.2) 7 (31,8)

Estadiamento cT * T2 14 (73.7) 5(26,3) 0,758
T3 + T4 42 (70,0) 18 (30,0)

Estadiamento ¢N * NO 20 (62.5) 12 (37.3) 0,353
N1 8 (80,0) 2 (20,0)
N2 22 (81,5) 5(18.5)
N3 7 (63,6) 4 (36,4)

Cirurgia do tumor b Amputacio parcial 13 (54.2) 11 (45,8) 0,058

Primario Amputacio total 43 (75.4) 14 (24.6)

a.Foram excluidos os casos sem informacdo b.Foi excluido 1 caso de excisdo ampla do tumor



Tabela 12. Associacio entre a presen¢a
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do DNA do HPV no tumor primirio com varidveis

anatomopatologicas.
Variavel Categoria DNA do HPV p(xX)
Ausente (%) Presente (%)
Grau de diferenciacao * Grau I 38 (63,3) 22 (36,7) 0,056
Grau 11 18 (85,7) 3(14.3)
Espessura do tumor ® Entre 1 ¢ 5Smm 11 (55,0) 9 (45,0) 0,126
> 5 mm 44 (73.3) 16 (26.7)
Permeacdo linfatica Ausente 14 (50,0) 14 (50,0) 0,007
Presente 39 (79.6) 10 (20.4)
Embolizagdo venosa ° Ausente 40 (67.8) 19 (32.2) 0,827
Presente 12 (70,6) 5(29.4)
Infiltragdo de corpos Ausente 24 (61,5) 15 (38.5) 0,247
cavernosos ° Presente 21 (75.,0) 7 (25.0)
Infiltragido de uretra ® Ausente 21 (70,0) 9 (30.0) 0.684
Presente 18 (75.0) 6 (25.0)
Infiltrado mononuclear ° Ausente 2 (66.7) 1(33.3) 0,781
Leve 21 (72.4) 8 (27.6)
Moderado 21 (72,4) 8 (27.6)
Acentuado 12 (60,0) 8 (40.0)
Infiltrado eosinofilico ° Ausente 28 (73,7) 10 (26,3) 0,687
Leve 15 (60,0) 10 (40,0)
Moderado 7 (70,0) 3 (30,0)
Acentuado 6 (75.0) 2(25.0)
Coilécitos ° Ausente 29 (72,5) 11 (27.,5) 0,678
Presente 28 (68.3) 13 (31.7)

a. Foi excluido 1 caso de grau III; b. Foram excluidos todos os casos em que a variavel estudada foi

definida como "indeterminada" .



A relagio entre a presenga de coilocitose no tumor primario e a detec¢@o do

DNA do HPV € demonstrada na tabela 13.

Tabela 13. Relaciio entre a presenca de coilocitose e detec¢iio do DNA do HPV

Coilocitose DNA do HPV Total
Presente Ausente
n’ de pacientes (%) n° de pacientes (%) n° (%)
Presente 13 (31,7) 28 (68.3) 41 (100)
Ausente 11 (27.5) 29 (72.5) 40 (100)
Indeterminada * 1 (100) 0 (0.0) 1 (100)
Total 25 (30,5) 57 (69.5) 82 (100)

a. O paciente com coilocitose ndo determinada foi excluido da andlise estatistica
Sensibilidade= 54,2% ; Especificidade= 50.8%
Valor preditivo positivo= 31,7%; Valor preditivo negativo= 72,5%

Considerando-se os casos HPV positivos, houve 18 pacientes que apresentaram
os tipos 16 e/ou 18. Houve associag@o entre a presenga dos HPV 16 e/ou 18 com estado
civil (p=0,036), tipo de cirurgia do tumor primario (p=0,031) e permeagdo linfatica
(p=0,002). Na analise multivariada, apos ajuste por idade, apenas a associagdo com
permeagdo linfatica permaneceu significativa (OR 0,19; IC [0,06-0,60]). A relagdo
desses tipos de HPV com variaveis clinicas e anatomopatologicas estd demonstrada nas

tabelas 14 e 15, tendo sido excluidos os casos positivos para HPV 6/11,45,31/33/35 e

51/52.
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Tabela 14. Associacio entre a presen¢a do DNA dos HPVs 16 e/ou 18 no tumor priméirio com

varidveis clinicas

Varidvel Categoria DNA do HPV16.18 p(X*)
Ausente (%) Presente(%o)

Idade Até 40 6 (60,0) 4 (40,0) 0,203
> 40 51 (77.3) 14 (21,5)

Estado civil * Casado 30 (68,2) 13 (30.2) 0,036
Outros 11 (100,0) 0 (0)

Raga * Branca 42 (77.8) 12 (22,2) 0,563
Niio branca 15 (71.4) 6 (28.6)

Tempo de evolugdo Até 6 meses 27 (75.0) 9 (25.0) 0,846
> 6 meses 30 (76.,9) 9(23.1)

Antecedentes venéreos ©  Ndo 9 (75.0) 3(25,0) 1.000
Sim 15 (75.,0) 5(25.0)

Estadiamento cT *® T2 14 (77,8) 4222 0,902
T3 +T4 42 (76.4) 13 (23.6)

Estadiamento cN * NO 20 (64,5) 11 (35.5) 0,173
N1 8 (80,0) 2 (20.0)
N2 22 (88,0) 3(12,0)
N3 7 (87.5) 1(12,5)

Cirurgia do tumor ® Amputagio parcial 13 (59,1) 9 (40,9) 0.031
Primario Amputacdo total 43 (82,7 9(17,3)

a.Foram excluidos os casos sem informacéo; b.Foi excluido 1 caso de excisdo ampla do tumor



Tabela 15. Associagiio entre a presenca do DNA do HPV 16 ¢/ou 18 e varidveis anatomopatolégicas

do tumor primario

Variavel Categoria DNA do HPV 16 el8 p(X9)
Ausente (%) Presente(%)

Grau de diferenciagio * Grau I 38 (70.4) 16 (29.,6) 0,080
Grau II 18 (90,0) 2 (10,0)

Espessura do tumor o Entre l e 5mm 11 (61,1) 7(38.9) 0,107
> 5 mm 44 (80,0) 11 (20,0)

Permeacio linfatica Ausente 14 (53.8) 12 (46,2) 0,002
Presente 39 (86.,7) 6 (13.3)

Embolizacdo venosa ° Ausente 40 (72.7) 14 (25.9) 0.941
Presente 12 (75.0) 4 (25.0)

Infiltra¢do de corpos Ausente 24 (68.6) 11 (31.4) 0.284

cavernosos ” Presente 21 (80.8) 5(19.2)

Infiltragdo de uretra ° Ausente 21 (75,0) 7 (25.0) 0.785
Presente 18 (78.3) 5217

Infiltrado mononuclear ®  Ausente 2 (100) 0 (0,0) 0,162
Leve 21 (87.5) 3(12,5)
Moderado 21 (75.0) 7 (25,0)
Acentuado 12 (60.0) 8 (40,0)

Infiltrado eosinofilico Ausente 28 (80.0) 7 (20.0) 0,789
Leve 15 (68.2) 7(31,8)
Moderado 7 (77.8) 2(22.2)
Acentuado 6 (75.0) 2 (25,0)

Coilécitos ° Ausente 29 (76,3) 8 (21.6) 0,634
Presente 28 (73.7) 10 (26.3)

a. Foi excluido 1 caso de grau III; b. Foram excluidos todos os casos em que a varidvel estudada foi

definida como " indeterminada” ;
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A associa¢@o de variaveis clinicas, anatomopatologicas e presenca do HPV com
metastases para linfonodos regionais esta expressa nas tabelas 16 e 17. O estadiamento
clinico N ( p=0,045), permeacdo linfatica (p<0,001) e embolizacao venosa (p=0,040)
associaram-se com maior incidéncia de metastases linfonodais. Através de analise
multivariada, a permeac¢do linfatica (OR=10,82; IC [2,68-43,59]), o estadiamento
clinico N1 (OR=11,47; IC [1,50-87,64] e N3 (OR=7,23; IC [1,10-47,26]) foram fatores
independentes de risco para o comprometimento metastatico dos linfonodos (tabela 18).

Nao houve associagio da presenga do HPV com metastases linfonodais (p=0,386).

Tabela 16. Associa¢iio entre varidveis clinicas e metdstases linfonodais

Variavel Categoria Metastases linfonodais p(X°)

Ausente (%) Presente (%)

Idade Até 40 6 (46,2) 7 (53,8) 0.836
> 40 34 (49.3) 35 (50.7)

Estado civil * Casado 23 (5L.1) 22 (48.9) 0,380
Qutros 4 (36.4) 7 (63.6)

Raca Branca 27 (45.0) 33 (55,0) 0,258
Nio branca 13 (39,1) 9 (40.9)

Tempo de evolugdo Até 6 meses 18 (45,0) 22 (55.0) 0,504
> 6 meses 22 (52,4) 20 (47.6)

Antecedentes venéreos®  Nio 5 (38,5 8 (61.5) 0.686
Sim 10 (45,5) 12 (54.5)

Estadiamento cT* T2 10 (52.6) 9 (47.4) 0,744
T3+ T4 29 (48.3) 31 (51,7

Estadiamento cN* NO 20 (62.5) 12 (37.5) 0,045
N1 3 (30,0) 7 (70,0)
N2 14 (51,9) 13 (48.1)
N3 2 (18.2) 9 (81.8)

Cirurgia do tumor” Amputagdo parcial 10 (41.7) 14 (58,3) 0,449

Primario Amputagao total 29 (50.9) 28 (49.1)

a.Foram excluidos os casos sem informacdo b. Foi excluido 1 caso de excisdo ampla do tumor
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Tabela 17.Associacio entre varidveis anatomopatolégicas do tumor primdrio e presen¢a do DNA do

HPV com metastases linfonodais

Variavel Categoria Metastases linfonodais p(Xz)
Ausente (%) Presente (%)

Grau de diferenciagao® Grau | 32 (53.3) 28 (46,7) 0,229
Grau I1 8 (38.1) 13 (61.9)

Espessura do tumor® Entre 1 e Smm 13 (65,0) 7 (35,0) 0.121
> 5 mm 27 (45.0) 33 (55.0)

Permeagdo linfatica” Ausente 22 (78.6) 6 (21.4) <0,001
Presente 17 34.7) 32 (65.3)

Embolizagio venosa” Ausente 34 (57.6) 25 (42.4) 0,040
Presente 5 (294) 12 (70,6)

Infiltragdo de cc»rposb Ausente 21 (53.8) 18 (46,2) 0.239

cavernosos Presente 11 (39,3) 17 (60.7)

Infiltracdo de uretra” Ausente 15 (50,0) 15 (50.0) 0.542
Presente 14 (58.3) 10 (41.7)

Infiltrado mononuclear”  Ausente 2 (66,7) 1(33,3) 0.471
Leve 11 (37,9 18 (62,1)
Moderado 16 (55.2) 13 (44.8)
Acentuado 11 (55.0) 9 (45.0)

Infiltrado eosinofilico® Ausente 17 (44.7) 21 (55.3) 0.613
Leve 15 (60,0) 10 (40,0)
Moderado 4 (40.0) 6 (60.0)
Acentuado 4 (50,0) 4 (50,0)

Coildcitos® Ausente 17 (41,5) 24 (58.,5) 0,223
Presente 22 (55,0) 18 (45.0)

DNA do HPV Ausente 26 (45.6) 31 (54,4) 0.386
Presente 14 (56.0) 11 (44.0)

DNA do HPV 16, 18 Ausente 26 (45.7) 31 (54.3) 0,252
Presente 11 (61,1) 7 (38.9)

a. Foi excluido 1 caso de grau III ; b. Foram excluidos todos os casos em que a varidvel estudada foi

definida como " indeterminada" .
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Tabela 18. Fatores de risco na incidéncia de metastases linfonodais

Variavel Categoria OR aj° 1Cos0, (OR aj ) P
Permeacdo linfitica Ndio 1 -
Sim 10,82 2,68 -43.59 <0,001
Estadiamento cN NO 1 - 0,047
N1 11.47 1,50 - 87.64 0.019
N2 2,22 0,62 - 8,04 0,222
N3 7.23 1.10 - 47.26 0,039

a. “Odds ratio” ajustada por idade.

5.4. Analise de sobrevida

O periodo de seguimento variou de 0,1 a 453 meses (média 88,7; dp 102,21); ao
final, 16 (19,5%) pacientes estavam vivos sem doen(;a,f@; (29,2%) morreram em
decorréncia da neoplasia ou de complicagdes do tratament;, 32 (39%) morreram de
outras causas € 10 (12,2%) foram perdidos de vista.

A equivaléncia entre os grupos de pacientes perdidos no seguimento e aqueles
com seguimento adequado é demonstrada nas tabelas 19 e 20. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de idade, tempo de evolugdo da doenca,
total de linfonodos dissecados e total de linfonodos metastaticos nos dois grupos (tabela
19). Os dois grupos também sdo semelhantes no que se refere ao estadiamento T, tipo de
cirurgia do tumor primario, além de presenca de permeacdo linfatica, embolizagdo

venosa e comprometimento metastatico dos linfonodos (tabela 20) .
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Tabela 19. Analise das diferencas de médias entre os pacientes perdidos de vista e ndo perdidos de

vista

Varidvel Perdidos de vista Nio perdidos de vista p*
Média (dp) Meédia (dp)

Idade 51.4 (14.8) 52 (12.6) 0,883

Evolugio 22,2 (35.2) 13,7 (29.5) 0.409

Total de linfonodos examinados 29.3 (13.3) 29,5 (13,7) 0,963

Total de linfonodos metastaticos 1.5 (1.8) 1.5 2.7 0,984

a. Teste t de Student.

Tabela 20. Anilise de algumas varidveis qualitativas entre os pacientes perdidos de vista e nio

perdidos de vista

Variavel Categoria Perdidos de vista Nio perdidos de vista p(xX)
n % n° %

Estadiamento cT 2 - - 19 27,0 0,235
3 7 88 47 66.0
4 1 12 5 7.0

Cirurgia do tumor Amp. parcial 3 30 20 29.6 0,978
primario Amp. total 7 70 50 70,4

Permeacdo linfatica Ausente 4 40 24 35.8 0.798
Presente 6 60 43 64.2

Embolizagio Ausente 7 70 52 78.8 0.534
Venosa Presente 3 30 14 21,2

Linfonodos Ausente 5 50 35 48.6 0,935
metastaticos Presente 5 50 37 51.4
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Considerando os 82 pacientes, as taxas de sobrevida global aos 5 e 10 anos
foram de 50,7% e 43,2%, respectivamente (figura 14), enquanto que as taxas de

sobrevida especifica por doenca aos 5 e 10 anos foram ambas de 68,7% (figura 15).

e R - sl diaie

‘ tobrevida souuiede

ade d

Figura 14. Curva atuarial de sobrevida global até 10 anos dos 82 pacientes
portadores de carcinoma de pénis, ndo estratificada por nenhuma das varidveis

estudadas.
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Figura 15. Curva atuarial de sobrevida especifica por doenca até 10 anos dos 82
pacientes portadores de carcinoma de pénis, nio estratificada por nenhuma das

variaveis estudadas
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As taxas de probabilidade de sobrevida acumulada especifica por doenga até 5 e
10 anos foram ambas de 68,4% para os pacientes HPV negativos e de 69,1% para os
pacientes HPV positivos (p=0,830), como demonstrado na figura 16. Considerando
apenas a presenga dos HPVs 16 e/ou 18, essas taxas foram de 68,5% nos casos negativos

e de 69,4% nos casos positivos (p=0,689) (figura 17)

Figura 16. Curva atuarial de sobrevida especifica por doenca aos S e 10 anos dos 82
pacientes portadores de carcinoma do pénis , de acordo com a presenca do HPV no

tumor primario
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Figura 17. Curva atuarial de sobrevida especifica por doenca aos 5 e 10 anos dos 82
pacientes portadores de carcinoma do pénis, de acordo com a presenca dos HPVs

16 e/ou 18 no tumor primario

As sobrevidas especificas por doenga aos 5 e 10 anos de acordo com as demais
variaveis clinicas e anatomopatologicas estudadas estio demonstradas nas tabelas 21 e
22. O estadiamento cN (p=0,032), permeacao linfatica por células neoplasicas (p=0,004)
e presenca de linfonodos metastaticos (p=0,0001) foram os fatores que influenciaram a

sobrevida através de analise univariada.



Tabela 21. Probabilidade acumulada de sobrevida especifica por doenca de acordo

com variaveis clinicas.

Varidvel Categoria N° pacientes Sobrevida especifica por p (log rank)
%, doenga
5 anos 10 anos

Idade Até 40 13 (15,9) 88.8 88.8 0,071
> 40 69 (84.1) 65,1 65.1

Estado civil * Casado 45 (80.4) 68.3 68.3 0,692
Outros 11 (19.6) 58,3 58.3

Raga Branca 60 (73,2) 674 67.4 0,634
Nao branca 22 (26.8) 72.1 72.1

Tempo de evolugio Até 6 meses 40 (48.8) 67.8 67.8 0,775
> 6 meses 42 (51,2) 70,1 70.1

Antecedentes Niao 13 (37,1) 78.5 78,5 0,583

venéreos * Sim 22 (62.9) 75,3 5%

Estadiamento ¢T * T2 19 (26,0) 69.9 69,9 0.682
T3 +T4 60 (74.0) 66,5 66.5

Estadiamento cN * NO 32 (40,0) 70.2 70,2 0,032
N1 10 (12,5) 71,1 71.1
N2 27 (33.8) 78.8 78.8
N3 11 (13,7) 34,0 340

Cirurgia do tumor Amputagdo parcial 24 (29.6) 74.3 74.3 0.486

Primario ® Amputagio total 57 (70,4) 65,6 65.6

a. Excluidos os casos sem informacio
b. Excluido 1 caso de ressec¢do ampla



Tabela 22. Probabilidade acumulada de sobrevida especifica por doenca de acordo com varidveis

anatomopatoldégicas.
Variavel Categoria  N° pacientes Sobrevida especifica por doenga p(log rank)
% 5 anos 10 anos

Grau de diferenciagfo ©  Grau I 60 (74,0) 71,7 71,7 0,548
Grau II 21 (26,0) 64,1 64,1

Espessura do tumor ° Entre 1 e
Smm 20 (25,0) 78,0 78,0 0,181
> 5 mm 60(75.0) 643 64,3

Permeagdo linfatica ¥ Ausente 28 (36,3) 88.6 88.6 0,004
Presente 49 (63.7) 55.0 55,0

Embolizagio venosa®  Ausente 59(77,6) 73,7 73,7 0,134
Presente 17(22.4) 52,0 520

Infiltragdo de corpos Ausente 39(58.2) 80,2 80,2 0,092

cavernosos ° Presente 28(418) 619 61,9

Infiltragéio de uretra®  Ausente 30(55,5) 80,9 80,9 0,257
Presente 24 (44.4) 63.9 63.9

Infiltrado mononuclear °  Ausente 3(3,7) 66,6 66.6 0,930
Leve 29 (35.8) 70,5 70,5
Moderado 29 (35.8) 70,3 70,3
Acentuado 20 (24.,6) 63.3 63.3

Infiltrado eosinofilico ®  Ausente 38 (46,9) 68.8 68.8 0,129
Leve 25(30,8) 73.5 73,5
Moderado 10 (12,3) 38,5 38,5
Acentuado  8(9.8) 85,7 85,7

Coilécitos ® Ausente 40 (49,3) 68,0 68,0 0,568
Presente 41 (50,6) 69,0 69.0

Metastases linfonodais  Ausente 40 (48.8) 89.5 89,5 0,0001
Presente 42 (51,2) 449 44.9

N° de linfonodos 1 11(26.2) 63,6 63,6 0,708

metastaticos 2o0u3 18 (42.,8) 33,6 33,6
>3 13(30,9) 47,0 47,0

Lateralidade dos Unilateral 14 (40) 714 71,4 0,235

linfonodos Bilateral 21 (60) 31.6 31,6

Nivel dos linfonodos Inguinal 16 (84.,2) 51,9 51.9 0,492

metastaticos ° flioinguinal 3 (15,8) 333 333

a.Excluido 1 caso de grau III; b. Excluidos os casos nos quais a variavel foi definida como “indeterminada”. c.
Excluido 1 caso de metdstases apenas na regido iliaca.
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Apés analise multivariada, apenas o comprometimento metastatico dos
linfonodos esteve associado significativamente com menor sobrevida (HR=8,25; IC
[2,74 - 24,85]). A presenga do HPV ndo representou um risco significativo para o 6bito
(HR =1,85; 1IC [0,77 - 4,45]) (tabela 23). As taxas de probabilidade de sobrevida
acumulada especifica por doenga de acordo com a presenca de linfonodos metastaticos

sdo ilustradas na figura 18.

Tabela 23. Fatores prognoésticos para ébito através de anilise multivariada

Variavel Categoria HR ajustada IC P
Linfonodos Nio 1 -

metastaticos Sim 8,25 2,74 - 24 85 0,0002
HPV Ausente 1 - -

Presente 1,85 0,77- 4,45 0.164
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revida acu

Figura 18. Curva atuarial de sobrevida especifica por doenca até 10 anos dos 82
pacientes portadores de carcinoma de pénis, de acordo com a presenca de

metastases linfonodais.
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5.5 Recidivas

Treze (15,9%) pacientes apresentaram recidiva da neoplasia, sendo distribuidas
da seguinte maneira: 9 (69,2%) regionais, 2 (15,4%) regionais + coto, 1 (7,7%) coto e 1
(7,7%) regional + metastases a distancia (figado). A tabela 24 mostra a associa¢do entre

presenga do DNA do HPV e recidiva tumoral.

Tabela 24. Associacdo entre HPV e recidiva tumoral

Recidiva HPV
Ausente Presente
N° (%) N° (%)
Nio 49 (71,0) 20 (29,0)
Sim 8 (61,5) 5(38.5)
Total 57 (69,5) 25 (30,5)




DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos gerais

O céncer de pénis normalmente incide entre a 4* e 7* décadas de vida. A média de
idade dos pacientes da presente série fo1 de 52,0+12,7 anos, sendo menor do que a relatada
por varios autores (VILLA e LOPES 1986, WIENER et al. 1992, PERSKY e DEKERNION
1986). Nos estudos de NARAYAMA et al. (1982), HORENBLAS ¢ VAN TINTEREN
(1994) e FICARRA et al. (1999), por exemplo, os pacientes tinham uma idade média de 68,
65 e 63 anos, respectivamente. Apenas 29% dos pacientes analisados por HORENBLAS e
VAN TINTEREN (1994) tinham menos de 60 anos de idade, enquanto esse percentual foi
de 71% (58/82) no presente estudo. Diferencas geograficas, permitindo uma maior
participag@o de fatores externos no desenvolvimento da neoplasia, como infecgdes virais e
carcinogenos quimicos, além do baixo nivel socio-econdmico dos pacientes analisados na
presente série, com consequente higiene precaria e assisténcia médica deficiente, poderiam
justificar o aparecimento do carcinoma de pénis em individuos mais jovens no Brasil.

O aparecimento de ferida no pénis foi a queixa principal, referida por praticamente
todos os pacientes do presente estudo, similar a outras investigacdes (ORNELLAS et al
1994, ADEYOJU et al. 1997). Embora existam opinides divergentes (FLEISS 1996), parece
haver uma clara associa¢do do carcinoma do pénis com a auséncia de circuncisdo (CUPP et
al. 1995, BURGERS 1992, MADEN et al. 1993). Na presente série, apenas 2 pacientes
(2,4%) tinham se submetido a circuncisio anteriormente ao desenvolvimento da neoplasia.

Encontra-se bem estabelecido na literatura que o tratamento preconizado para o
carcinoma infiltrativo do pénis com metastases linfonodais é a amputagdo (parcial ou total)

e linfadenectomia bilateral (CATALONA 1980 e 1988, MOHS et al. 1985, HORENBLAS
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et al. 1991, LOPES et al. 1996b). Ressec¢des locais ampliadas e laserterapia, embora
possam ser utilizadas para lesdes pré-neoplasicas ou superficialmente infiltrativas,
necessitam estrito controle das margens cirirgicas na tentativa de diminuir os indices de
recidiva local (MOHS et al. 1985, SHIRAYAMA et al. 1998, TIETJEN e MALEK 1998).
FICARRA et al. (1999), por exemplo, analisando pacientes com tumores que infiltravam
apenas o tecido subepitelial e tratados conservadoramente, relatam taxas de recorréncia local
de 43% (3/7). Nao houve nenhuma recorréncia em 13 pacientes com o mesmo estadiamento
que foram submetidos a amputagdes do pénis. Considerando os 82 pacientes da presente
série, 81 (98,7%) submeteram-se a amputagdo parcial ou total do pénis, € em apenas 1
(1,3%) caso foi realizada uma ressec¢do local do tumor. A taxa de recorréncia local foi de
3,6% (3 / 82).

A frequente indicagdo das amputagdes penianas é devido ao fato que os pacientes
apresentam-se com tumores localmente destrutivos. A maioria das séries relata pacientes
em estadios avangados (tabela 25), semelhante ao que esta sendo apresentado nesta
investigag¢do, onde todos os pacientes apresentavam lesdes c¢T2 (23,1%), ¢T3 (65,8%) ou
cT4 (7,3%). Apenas no estudo de ADEYOJU et al. (1997), realizado na Irlanda, houve uma
maior frequéncia de estadios clinicos iniciais (57%). Considerando o conjunto dessas séries
exemplificadas, 72% (609/848) dos pacientes apresentaram-se com estadiamentos

avancados.



101

Tabela 25. Estadiamento do carcinoma do pénis em diversas séries da literatura

Autor (ano) Total de pacientes N° (%) de ECILII e IV
DeKemion et al. (1973) 48 34 (7)) *
PowSang et al. (1990) 29 23 (79)°
Kamatetal.  (1993) 150 116 (77)°
Omellas etal. (1994) 414 310 (75)°

Horenblas e Van

Tinteren (1994) 118 79 (67)°
Adeyojuetal. (1997) 42 18 (43)°
Ficarraetal  (1999) 47 29 (68)°
Total 848 609 (72)

a. Clasificagdo de Jackson (1966); b. TNM (1978); ¢.TNM (1992).

Uma dificuldade adicional no tratamento do carcinoma do pénis é a avaliagdo clinica
dos linfonodos regionais, exame com baixa sensibilidade e especificidade (BEGGS e
SPRATT 1964, CATALONA 1980, HORENBLAS et al. 1991), resultando em um grande
numero de linfadenectomias provavelmente desnecessarias. Além disso, este procedimento
tem altas taxas de morbidade (CATALONA 1980, HORENBLAS et al. 1991). Setenta e
quatro pacientes (90,2%) do presente estudo apresentaram complicagdes pds-operatorias
relacionadas as linfadenectomias, principalmente infecgdo, necrose e deiscéncia dos retalhos
dermogordurosos (47,5%) (tabela 8). Os indices de complicagdes precoces (principalmente

deiscéncia e infecgdo) relatados por SKINNER et al. (1972), HORENBLAS et al. (1993) e
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KAMAT et al. (1993) foram de 86,6% (130/150), 53% (17/32), e 50 % (5/10),
respectivamente. A presente investiga¢do é uma série histérica e a maioria dos pacientes foi
submetida a linfadenectomias concomitante as amputagdes, 0 que provavelmente propiciou
a um aumento na incidéncia de complicagdes. A realizagdo da linfadenectomia 4 a 6
semanas ap0s a cirurgia para o tumor primario, com antibioticoterapia profilatica, além da
utilizacido de incisdes paralelas ao ligamento inguinal sfo procedimentos que estdo sendo
atualmente utilizados no Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital A.C. Camargo na
tentativa de diminuir essas altas taxas de morbidade.

Uma alternativa para selecionar pacientes nos quais seria justificavel tratamentos
mais agressivos, mesmo considerando a morbidade, € a identifica¢do de fatores prognésticos
da neoplasia. Embora pardmetros clinicos (idade, tempo de evolugdo da doenga, tamanho
do tumor) e anatomopatologicos (grau de diferenciagdo tumoral, infiltracdo de corpos
cavernosos, espessura e tipo de crescimento da neoplasia, presenga de permeagdo linfatica e
venosa por células neoplasicas) tenham sido citados como de valor progndstico no
carcinoma do pénis, quase sempre com controvérsias entre os diversos autores (STAUBITZ
et al. 1955, EKSTROM e EDSMYR 1958, DEKERNION et al. 1973, CUBILLA et al. 1993,
FRALEY et al. 1985, KAMAT et al. 1993, HORENBLAS ¢ VANTINTEREN 1994,
THEODORESCU et al. 1996, LOPES et al. 1996b), é a presenga de metastases nos
linfonodos regionais o fator que mais interfere na evolucdo e sobrevida desses pacientes
(WAJSMAN et al. 1977, NARAYAMA et al. 1982, YOUNG et al. 1991, KAMAT et al.
1993, HORENBLAS et al. 1993 e 1994, ORNELLAS et al. 1994, LOPES et al. 1996b).
Mais adiante, na discussdo sobre a sobrevida dos pacientes da presente série, a

metastatizagdo linfonodal sera abordada com mais detalhes.
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A clara associagdo do HPV com carcinoma do colo do utero e as evidéncias
epidemioldgicas do carater de transmissdo sexual do virus, com aumento da frequéncia de
lesdes penianas sugestivas de infec¢do por HPV em parceiros de mulheres portadoras de
condilomas e neoplasias cervicais (LEVINE et al. 1984, BARRASSO et al. 1987), levaram
a um interesse crescente pela associagdo do HPV com o cancer de pénis. A detecgdo do
DNA viral nas lesdes pré-invasivas e invasivas, como demonstrado por HIGGINS et al.
(1992) e CUPP et al. (1995), sugere que o virus pode ter uma participagdo importante na
formag@o e desenvolvimento dessa neoplasia; por outro lado, um percentual importante dos
carcinomas penianos ndo parece estar relacionado a infecgéo viral.

O valor prognéstico da presenga do DNA viral nas neoplasias genitais vem sendo
estudado, mas sempre com resultados conflitantes (HUSSEINZADEH et al. 1991,
NAKAGAWA et al. 1996, GARZETTI et al. 1998, PINTO et al. 1999a). Provavelmente em
decorréncia da raridade do cancer de pénis em paises desenvolvidos, pouco se tem escrito
sobre o assunto nessa neoplasia. A detec¢do do DNA do HPV em uma populagdo de
pacientes provenientes de uma Unica instituigdo, com metodologia adequada, e submetidos
a tratamento uniforme tanto do tumor primario como dos linfonodos regionais, foi a base

para a realizagdo da presente investigaco.

6.2 Deteccao do DNA do HPV e aspectos metodologicos

Foi detectada a presenga do DNA do HPV em 25/82 pacientes (30,5%) na presente
série. Na literatura, as taxas de detecgdo do DNA viral no carcinoma do pénis variam entre

20 a 82% . Um estudo isolado, no entanto, relata uma taxa de 100% de positividade
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(TORNESELLO et al. 1992). A tabela 26 mostra a frequéncia de detec¢do do HPV no

carcinoma de pénis em diversas séries publicadas

Tabela 26. Frequéncia de detec¢io do DNA do HPV no carcinoma de pénis em diversas séries da

literatura
Autor Ano Total de Tipode tecido  Positividade para HPV Metodologia
pacientes analisado n (%) empregada
Villa e Lopes 1986 18 Fresco 7 (39 Southern blot
MecCance et al. 1986 53 Fresco 31 (58) Southern blot
Varma et al. 1990 23 Fixado 20 (87) PCR e hibridizagéo
in situ
Wiener et al. 1992 29 Fixado 9 (3D PCR ¢ hibridizagio
Higgins et al. 1992 31 Fixado 9 (29 Hibridizagdo in situ
Torneselloetal. 1992 13 Fresco 13(100) PCR e hibridizagédo
Sarkar et al. 1992 11 Fixado 9 (82) PCR e hibridizagdo
Iwasawa et al. 1993 111 Fixado 70 (63) PCR e hibridizagdo
in situ
Gregoire et al. 1995 117 Fixado 26 (22) PCR e hibridizacéo
Cupp et al. 1995 42 Fixado 23 (55) PCR e southern blot
Levi et al. 1998 50 Fresco 28 (56) PCR e hibridizagdo
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Nio acreditamos que a baixa deteccdo do DNA wviral no presente estudo seja
decorrente de baixa sensibilidade da metodologia utilizada pois a PCR, entre as diferentes
técnicas utilizadas em biologia molecular, é muito mais sensivel e especifica do que, por
exemplo, as hibridizagdes em filtro (Southern e Northern blots) e hibridizagdes in situ
(STOLER et al. 1992, VILLA e MEDEIROS 1995). A alta sensibilidade da PCR, por outro
lado, tem como desvantagem a possibilidade de contaminagdo do material biologico; para
detectar e evitar essa contaminagdo utilizamos controles positivos e negativos na reagio,
além de estritos cuidados com a manipulagdo das amostras, troca de luvas constante e
utilizagdo de ambientes fisicos diferentes para o isolamento do DNA e realizagdo da PCR, o
que nos faz ter seguranga da validade dos resultados.

Ainda em relagdo a metodologia, utilizamos a hibridizagdo com um numero de
sondas que identificam a grande maioria dos tipos de HPV conhecidos, semelhante ao que é
utilizado nos grandes centros de pesquisa internacional. Por outro lado, na analise dos
resultados das diferentes séries torna-se fundamental o conhecimento da metodologia
utilizada, pois técnicas de sensibilidade reduzida, por exemplo, podem levar facilmente a
resultados falso-negativos. Desde que novos tipos virais continuam a serem descobertos e
sequenciados, € provavel que a incidéncia do HPV no carcinoma do pénis possa ser maior
do que o que ¢ referido nos dias atuais.

As variages na taxas de detecgdo do HPV no carcinoma de pénis podem decorrer
também do numero de casos avaliados em cada série e da populagdo analisada. No estudo de
TORNESELLO et al. (1992), por exemplo, a taxa de 100% de detecg¢@io viral refere-se
apenas a 13 pacientes, todos oriundos de Uganda, Africa, regifo com uma alta incidéncia de
cancer genital (PARKIN 1997), enquanto que WIENER et al. (1992), analisando 29

pacientes nos EUA, relatam uma taxa de detec¢io do DNA viral de 31%. E provavel que as
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taxas de detecgdo viral sejam mais fidedignas nos estudos em que foram avaliados um maior
numero de pacientes.

LEVI et al. (1998), no nosso meio, utilizando PCR e hibridizag3o relatam taxas de
deteccdo do DNA wviral de 26% em tecido parafinado e de 56% em tecido fresco de
carcinoma do pénis mostrando que, além da metodologia empregada, o tipo de espécime
tumoral analisado também influi nos resultados. A extragdo de DNA em tecido parafinado é
sempre mais dificil e laboriosa em virtude de que esse DNA frequentemente encontra-se
fragmentado. Para poder tornar possivel a analise de fragmentos menores de DNA, foram
utilizadas sondas GP5 e GP6 na presente investiga¢do. Esses iniciadores amplificam um
fragmento de 140 pares de bases do gene L1 do HPV, diferentemente dos primers genéricos
MY09 /MY11, que amplificam um fragmento de 450 pares de bases.

Embora nfio seja objetivo deste estudo discutir a etiologia do carcinoma do pénis, a
baixa prevaléncia do HPV no tumor primario sugere que o DNA wviral participa na
oncogénese de apenas uma parcela dos tumores. A discrepancia nas incidéncias do
carcinoma do colo do utero, onde 0 HPV ¢ detectado em cerca de 90% dos casos (BOSCH
et al. 1995), e do carcinoma do pénis, correlato no homem ao céncer cervical, é outro
aspecto que sugere uma patogénese distinta no carcinoma peniano, fato ainda ndo bem
estudado na literatura. Por outro lado, a detec¢do do HPV tanto no tumor primario como em
linfonodos metastaticos (WIENER et al. 1992), além da demonstragdo da integracdo do
DNA wviral na célula tumoral (MCCANCE et al. 1986), sugerem fortemente o papel
etiologico do virus em parte dos carcinomas de pénis.

Os tipos de HPV mais frequentemente encontrados na presente investigagdo foram o
HPV 16 (52%), HPV 18 (16%) e HPV 31,33,35 (12%). Em 1 paciente (4%) houve

positividade para HPV 16 e 18. Essas frequéncias sdo concordantes com a maioria das
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séries, tanto as referentes ao carcinoma de pénis (MCCANCE et al. 1986), como naquelas
que analisaram tumores malignos do colo do utero, vulva e dnus (BECKMAN et al. 1989,
HIGGINS et al. 1991, PINTO et al. 1999a). Alguns estudos sobre carcinoma do colo do
utero mostram uma associagio do tipo de HPV com tipo histologico e comportamento mais
agressivo da neoplasia; o HPV 16 estaria mais associado com o carcinoma espinocelular,
enquanto o HPV 18 seria mais frequente no adenocarcinoma e teria um comportamento mais
agressivo, com maior indice de metastases linfonodais (KURMAN et al. 1988, HIGGINS et
al. 1991, NAKAGAWA et al. 1996). Nio existe uma explicagdo clara, no entanto, para essa
aparente variag¢do do tipo viral com o tipo histologico da neoplasia. Na presente investigagdo
todos os tumores eram carcinomas espinocelulares invasivos, impossibilitando tal analise.
Antes do advento e desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, o
diagnéstico da infec¢do por HPV era realizado unicamente, e de maneira indireta, através de
alteragdes morfologicas celulares causadas pelo virus (KOSS e DUNFEE 1957,
SCHNNEIDER 1989, MEISEL e FORTIN 1976). A sensibilidade e especificidade do
método morfolégico vem sendo questionada por varios autores (TRONCONE et al. 1992,
MORSE et al. 1988, SCHNEIDER 1989, LOWHAGEN et al. 1993). MORSE et al. (1988),
analisando 164 esfregagcos wvaginais, relatam que 19 (12%) apresentavam aspectos
citologicos sugestivos de HPV sem comprovagdo da presenga do DNA wviral por
hibridizag¢do, enquanto que 16 (10%) dos espécimes continham DNA do HPV mas ndo
apresentavam alteragdes citologicas. No estudo de STRAND et al. (1996), onde foram
analisados 92 pacientes portadores de condiloma acuminatum e lesdes maculares e/ou
papulares do pénis, a coilocitose e outros sinais atribuidos a infecgdo por HPV (hiperplasia,
paraqueratose e hiperqueratose) foram encontrados tanto nas lesdes HPV- positivo como

naquelas HPV- negativo.
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Na presente investiga¢do a sensibilidade e especificidade da coilocitose no sentido
de definmir a presenga do DNA do HPV no tumor foi de 54,2% e 50,8%, respectivamente,
com taxas de resultados falso-positivos de 68,3% e de falso-negativos de 27,5%. Esses
resultados sugerem que a coilocitose ndo deve ser utilizada como método diagnéstico da

presenga de infecgdo por HPV no carcinoma invasivo do pénis.

6.3 Associacao do HPV com variaveis clinicas e anatomopatolégicas

Quando considerados os casos positivos para qualquer tipo de HPV, os resultados
deste estudo mostram uma maior detecgdo do DNA viral nos pacientes abaixo de 40 anos
quando comparada aqueles acima dessa idade, com resultados marginalmente significantes
(p=0,046). No entanto, quando considerados apenas os HPVs 16 e 18, ndo houve nenhuma
diferenga na incidéncia segundo a faixa etaria (p=0,203). Optamos em fazer analises
separadas agrupando os HPVs 16 e 18 porque s@o os tipos que apresentam maior
oncogenicidade e estdo mais frequentemente associados com as neoplasias malignas.

A média de idade dos pacientes HPV positivos (50,3+14,6) foi ligeiramente menor
do que a dos pacientes HPV negativos (52,7+11,9), mas com resultados também ndo
significantes (p=0,444). No estudo de HIGGINS et al. (1992) os pacientes HPV positivos
(idade média: 63,2+10,4) eram mais jovens do que os HPV negativos (idade média:
66,7+16,8), resultados também sem significincia estatistica (p=0,57). Conclusdes
semelhantes s3o relatadas por CUPP et al. (1995) e LEVI et al. (1998). A detecgdo do HPV
em pacientes mais jovens decorre provavelmente do fato de se tratar de uma doenga
sexualmente transmitida, embora alguns autores ndo mostrem associagdo entre a presen¢a do

HPV e idade (VILLA e LOPES 1986, WIENER et al. 1992, GREGOIRE et al. 1995).
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O carcinoma do pénis ndo parece estar associado com diferengas raciais, como relata
RIVEROS e LEBRON (1963). Apesar de ter havido uma maior detec¢do de HPV em
pacientes ndo brancos no estudo de WIENER et al. (1992), a diferenga ndo foi
estatisticamente significante (p=0,660). Considerando a variavel raga, as taxas de
positividade do DNA do HPV foram bastante similares na presente investiga¢do, com 30%
de detecg¢do nos pacientes brancos e 31,8% naqueles ndo brancos. A miscigenagdo das ragas
no Brasil é outro fator que dificulta quaisquer analises desse parametro em investigagdes
cientificas.

No presente estudo houve associagdo estatisticamente significante entre a presenca
do HPV e o estado civil dos pacientes. O DNA do HPV n#o foi detectado em nenhum tumor
dos 11 pacientes solteiros ou separados. Essa informagdo, no entanto, merece ser analisada
com cuidado pois, em se tratando de um estudo retrospectivo que abrange um longo periodo,
a informagdo prestada pelos pacientes pode ndo necessariamente refletir a realidade. Como
citado anteriormente, a infec¢do por HPV € uma doenga transmitida sexualmente estando
geralmente associada com individuos que tenham um maior nimero de parceiros sexuais o
que, teoricamente, estaria mais presente no grupo de solteiros ou separados.

Nzo houve associagdo estatisticamente significante entre a positividade do HPV e o
tempo de evolugdo da doenga e/ou a presenga de doengas venéreas nos pacientes analisados
na presente série. Mais uma vez, temos que considerar que as informagdes fornecidas em
relagio a essas varidveis podem ndo expressar a realidade por dependerem de
conhecimentos que algumas vezes 0s pacientes ndo possuem.

A presenga do HPV ndo foi significativamente associada com o estadiamento da
neoplasia nos pacientes da presente investiga¢do, mesmo quando analisados apenas os HPVs

16 e 18. Embora o estadiamento utilizado (HARMER 1978) seja baseado no exame clinico,
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resultados similares foram observados quando analisamos parametros histologicos de
agressividade tumoral, como embolizagdo venosa por ceélulas neoplasicas (p=0,827),
infiltragdo de corpos cavernosos (p=0,247), infiltragdo da uretra (p=0,684) e espessura do
tumor (p=0,126). GREGOIRE et al. (1985) relatam que o DNA do HPV foi detectado mais
frequentemente em tumores com crescimento vertical do que naqueles casos de crescimento
superficial (p=0,038). Nos pacientes da presente analise todos os tumores apresentavam
crescimento vertical e a comparagdo foi feita de acordo com o maior ou menor grau de
infiltrago (limite de Smm).

O achado mais significante, em relagdo as variaveis anatomopatologicas, foi a
associagdo entre a presenga do HPV e a permeacdo linfatica por células neoplasicas. A
auséncia de DNA viral esteve associada com maior permeagdo linfatica, mesmo na analise
multivariada (OR:0,269; IC:0,965-0,753). Teoriamente, este fato estaria associado com uma
maior incidéncia de metéstases linfonodais e pior progndstico, como sera discutido adiante,
o que ndo foi observado. Nio encontramos na literatura estudos que correlacionem a
presenga do HPV com permeagdo linfatica no tumor em céncer de pénis, embora KENTER
et al. (1993) relatem que ndo houve interferéncia da permeagdo vascular por células
neoplasicas com o prognostico de 70 pacientes portadores de carcinoma do colo do utero.

A associagdo da auséncia do HPV com pior progndstico em certas neoplasias €
citada em alguns estudos como o de HIGGINS et al. (1991), onde pacientes com
carcinomas do colo do utero HPV negativos apresentavam estadiamentos mais avangados e
pior prognoéstico. No estudo de RIOU et al. (1990), apesar de ter sido relatado um pior
prognostico para as pacientes com carcinoma cervical HPV negativo, ndo houve nenhuma
diferenga entre os grupos HPV positivo e negativo quando considerados pardmetros de

agressividade local da neoplasia, como tamanho do tumor e estadiamento.
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Um outro fator que sugere a associagdo de maior agressividade tumoral nos
pacientes HPV negativos no presente estudo, pelo menos na analise inicial, foi a realizagéo
de um maior nimero de amputagdes penianas totais nesse grupo. Esse resultado foi ainda
mais significativo quando considerada apenas a detec¢do dos HPVs 16 e 18 (p=0,031). Na
analise multivariada, no entanto, esta variavel deixou de ser significante.

Os tumores malignos do pénis tém uma tendéncia a serem bem diferenciados
(SOLSONA et al. 1992, HORENBLAS et al. 1993, ORNELLAS et al. 1994), fato também
demonstrado na presente investigagdo, onde apenas 1 neoplasia (1,2%) foi caracterizada
como mal diferenciada (grau III). Ndo houve associa¢ao da presenga do HPV com o grau de
diferenciagdo tumoral, semelhante ao estudo de WIENER et al. (1992). Ao contrario,
GREGOIRE et al. (1995) relatam que o DNA do HPV foi detectado mais frequentemente
em tumores mal diferenciados (p=0,027). Acreditamos que as diferengas nesses resultados
possam ser decorrentes do nimero de casos grau III analisados, que correspondeu a 46%
(53/115) no estudo de GREGOIRE et al. (1995), enquanto essas taxas foram de 19% (4/21)
e 1,2% (1/82) no estudo de WIENER et al. (1992) e na presente série, respectivamente.

Como ja comentado anteriormente, existe praticamente uma unanimidade na
literatura de que a presenca de metastases linfonodais é a variavel prognostica mais
importante no carcinoma do pénis (WAJSMAN et al. 1977, NARAYAMA et al. 1982,
YOUNG et al. 1991, KAMAT et al. 1993, HORENBLAS et al. 1993 e 1994, ORNELLAS
et al. 1994, LOPES et al. 1996b). A provavel interferéncia da presenca do HPV no tumor
primario com a incidéncia de metastases linfonodais, por outro lado, é um assunto
controverso nesta € em outras neoplasias, como nos tumores malignos do colo do tutero,
vulva, anus e vias aerodigestivas superiores (KING et al. 1989, WIENER et al. 1992,

GREGOIRE et al. 1995, GIRARDI et al. 1992, FRISCH et al. 1997, PINTO et al. 1999a,



PILLAI et al. 1999). Na presente investigagdo, apesar de haver um percentual maior de
metastases linfonodais no grupo de pacientes nos quais nfo foi detectado DNA do HPV, os
valores ndo foram significativos tanto quando considerados todos os tipos de HPV
(p=0,386), como quando considerados apenas os HPVs 16 e 18 (p=0,252). GREGOIRE et
al. (1995) demonstram resultados opostos pois os percentuais de metastatizagdo foram de
30% e 19% para o grupo de pacientes HPV positivo e negativo, respectivamente. Mais uma
vez, no entanto, esses valores ndo foram estatisticamente significantes (p=0,411). No estudo
de WIENER et al.(1992) a presenga do HPV ndo interferiu na incidéncia de metastases
linfonodais no carcinoma de pénis. A associagdo do DNA do HPV com maior incidéncia de
metastases linfonodais no carcinoma do colo do utero é relatada por alguns estudos
(GIRARDI et al. 1992, CHEN et al. 1994, GARZETTI et al. 1998 ) e negada por outros
(KING et al. 1989, KENTER et al. 1993).

Considerando 13 pacientes nos quais foi possivel avaliagdo detalhada das recidivas
tumorais na presente investigagdo, ndo houve associagdo dessa variavel com a presenca do
do HPV (p=0,496). Resultado semelhante € relatado por WIENER et al. (1992).

Apesar da relagdo significante entre o estadiamento clinico N (p=0,045), permeagao
linfatica (p<0,001) e embolizagdo venosa (p=0,040) com maior incidéncia de metastases
linfonodais na analise univariada da presente série, apenas a presen¢a de permeacdo linfatica
por células neoplasicas (OR:10,82; IC:2,68-43,59) e os estadiamentos clinicos NI
(OR:11,47; IC:1,50-87,64) e N3 (OR:7,23; IC:1,10-47,26) permaneceram validos apos
analise multivariada. Parece claro que o encontro de émbolos tumorais no interior de
linfaticos do tumor primario propicie a uma maior incidéncia de metastases linfonodais,
tendo sido inclusive proposto que essa variavel faga parte do estadiamento patologico do

carcinoma de pénis (LOPES et al. 1996b). Por outro lado, apesar de ser ¢bvia a associagio
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de um exame clinico anormal dos linfonodos inguinais com a presenga de metastases nesses
mesmos linfonodos, os resultados da presente investigagdo enfatizam a importincia da
realiza¢do de um detalhado exame clinico da regido inguinal, mesmo considerando as altas
taxas de resultados falso-negativos e falso-positivos desses exame (CABANAS 1977,
CATALONA 1987, BEZERRA et al. 1999). Houve um maior risco de metastases
linfonodais em tumores classificados como c¢N1 comparado a cN2 e cN3; essa aparente
contradi¢do pode ser decorrente, como discutido por LOPES (1995), de que a caracterizagdo

desses linfonodos como N2 e N3 deriva principalmente de uma maior reagdo inflamatoria

local.

6.4 Analise de sobrevida

Na presente investigagdo foi possivel ter um seguimento adequado na grande
maioria dos casos. A taxa de 12,2% de pacientes perdidos de vista € plenamente aceitavel na
literatura especializada, além do que n3o houve diferenca estatisticamente significante entre
as caracteristicas clinicas e anatomopatologicas considerando o grupo dos pacientes
perdidos de vista (10 casos) e aqueles com seguimento adequado (72 casos) (tabelas 19 e
20), validando os resultados da analise de sobrevida.

A presenga do HPV ndo interferiu nas taxas de sobrevida especifica por doenga aos 5
e 10 anos, havendo quase que uma sobreposi¢ido de resultados, como demonstrado na figura
17. A analise multivariada comprova que o HPV néo representou fator de risco para obito
dos pacientes na presente analise (tabela 23). O unico estudo no qual houve andlise de
sobrevida em cancer de pénis de acordo com a presenga do HPV foi o de WIENER et al.

(1992), também ndo demonstrando diferenca significativa nos grupos HPV positivo e



114

negativo. Esses autores, apesar de utilizarem metodologia semelhante a presente
investigagdo, utilizaram sondas unicamente para o HPV 16 e 18; além disso, foram
estudados apenas 29 pacientes.

Os pacientes da presente investigagdo apresentaram uma sobrevida especifica por
doenca aos 5 e 10 anos de 68,7%. Considerando o estadiamento avangado e a presenca de
metastases linfonodais em 51% dos casos, a taxa de sobrevida reforca a idéia de que o
carcinoma de pénis é uma doenga curavel, mesmo na vigéncia de disseminagdo metastatica
em linfonodos. Apenas 1 paciente (1,2%) na presente casuistica evoluiu com metastases a
distancia, caracterizando a neoplasia como essencialmente loco-regional. JOHNSON et al.
(1984) e HORENBLAS et al. (1994) relatam sobrevidas especificas por doenga a cinco anos
de 57% e 72%, respectivamente. FICARRA et al. (1999), analisando 47 pacientes, relatam
uma sobrevida global de 34%. Nesta Gltima série os proprios autores comentam que a baixa
taxa de sobrevida pode ter sido decorrente da ndo realizagdo sistematica de linfadenectomias
e da conduta cirargica conservadora em alguns tumores T1. A comparacio das taxas de
sobrevida entre as diversas séries nem sempre € simples, devido a diferengas no tipo de
estadiamento (clinico ou patolégico) e terapéutica utilizados.

A presente investigagdo mostra que a sobrevida dos pacientes foi influenciada pelo
estadiamento clinico N (p=0,032), permeagéo linfatica por células neoplasicas (p=0,004) e
presenca de linfonodos metastaticos (p=0,0001) através de analise univariada. Apenas a
metastatiza¢do linfonodal, no entanto, permaneceu com significancia estatistica apos analise
multivariada; a sobrevida especifica por doen¢a aos 5 e 10 anos foi de 89,5% para os
pacientes sem metastases linfonodais, enquanto essa taxa foi de 44,9% naqueles com
linfonodos positivos (p=0,0001). Os pacientes com metastases em linfonodos tiveram um

risco para Obito mais de 8 vezes maior do que aqueles com linfonodos negativos.



Embora haja uma clara associagdo de menor sobrevida com metastatizacdo
linfonodal (WAJSMAN et al. 1977, NARAYAMA et al. 1982, SUFRIN e HUBEN 1987,
SRINIVAS 1987, YOUNG et al. 1991, KAMAT et al. 1993, HORENBLAS ¢ VAN
TINTEREN 1994, LOPES et al. 1996b), os resultados da presente série ndo mostram
diferenca significante dessa variavel quando considerados a lateralidade, nivel (inguinal ou
ilioinguinal) ou nimero dos linfonodos metastaticos. E importante salientar que a presenga
de linfonodos metastaticos bilateralmente foi observada em 60% dos casos no presente
estudo, o que indica a realizacdo de linfadenectomias também bilaterais. Em relagdo ao
numero de linfonodos metastaticos, os resultados da presente série sdo distintos daqueles
apresentados por alguns autores que relatam associagdo de pior sobrevida com um maior
numero de linfonodos metastaticos (BAKER et al. 1976, JOHNSON e LO 1984, SRINIVAS
etal. 1987, FRALEY et al. 1989, HORENBLAS et al. 1993).

E interessante notar que a permeagdo linfatica por células neoplésicas esteve
associada com metastases em linfonodos, inclusive através de analise multivariada, mas nédo
interferiu na maior ou menor sobrevida dos pacientes da presente investigagdo. Acreditamos
que isso ocorra pela interferéncia do tratamento (especificamente a cirurgia) na evolugdo da
doenga, pois pacientes com linfonodos metastaticos ndo tratados geralmente morrem nos
dois primeiros anos apos o diagnostico (DERRICK et al. 1973, POMPEU 1993). Mesmo na
vigéncia de metastases em linfonodos pélvicos, sindnimo de incurabilidade por alguns
autores (RAVI 1993, SRINIVAS et al. 1987), o esvaziamento ilioinguinal pode melhorar a

sobrevida (LOPES et al. 2000)
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6.5 Perspectivas futuras

Embora a presente investigagdo tenha utilizado tecnologia atual para detecgdo do
DNA do HPV, o continuo desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de biologia
molecular pode levar a descoberta de novos tipos virais, e consequente novos métodos e
sondas para detecta-los, o que exige uma permanente reavaliagdo dos resultados obtidos
neste e em varios estudos semelhantes.

MutagOes nos genes de supressdo tumoral p53 e pRb tem sido relatadas em varias
neoplasias (KLEIHUES et al. 1997) e alguns estudos analisaram a associa¢do desses genes
com o carcinoma do pénis (LAM et al. 1995, PINTO et al. 1999b). CROOK et al. (1991),
estudando linhagens celulares de carcinoma do colo do utero HPV negativas e positivas,
observaram mutagdes de p53 apenas nas linhagens HPV negativas. Por outro lado, € bem
conhecida a participagdo dos genes E6 e E7 dos HPVs 16 e 18 na inativagdo de p53 e pRb e
consequente descontrole dos mecanismos de regulagdo do ciclo celular (DECAPRIO et al.
1989, WERNESS et al. 1990, SCHEFFNER et al. 1990, GOLDWIN et al. 1997). Parece ser
valida a especulagdo de que nos tumores HPV negativos os genes p53 e pRb poderiam estar
mutados, enquanto que naqueles tumores HPV positivos a inativagdo desses genes realizar-
se-ia através de interagdes com as oncoproteinas virais. A identificagdo de alteragdes
genéticas no grupo de pacientes analisados no presente estudo, principalmente nos genes
pS3 e pRb, pode ser uma boa alternativa para continuidade desta investigagdo. Marcadores
de proliferacdo celular como o antigeno Ki67 e PCNA vem sendo associados com o

prognéstico em algumas neoplasias, como mama, cdlon e prostata (FORONES et al. 1999,
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AGUS et al. 1999, JEZIORSKI et al. 2000), e constituiriam outra linha de estudo para o
carcinoma de pénis.

Uma variavel prognostica que vem sendo muito estudada nos Gltimos anos € a
presenga do chamado "linfonodo sentinela", definido como o primeiro a ser comprometido
por células neoplésicas a partir do tumor primario. Quando este linfonodo pode ser
claramente identificado e o seu exame cuidadoso ndo revelar comprometimento por células
neoplasicas, os outros linfonodos da cadeia ganglionar correspondente provavelmente
também estardo livres de neoplasia (GLASS et al. 1995). Estudos sobre o linfonodo
sentinela, utilizando linfocintilografia e radio-tragador, vem sendo realizados principalmente
em melanomas (GLASS et al. 1995, GODELLAS et al. 1995) e neoplasias da mama
(O'HEA et al. 1998). Recentemente, anélise semelhante foi proposta para o carcinoma do
pénis (HORENBLAS et al. 2000). Uma das dificuldades para a realizagdo destes estudos,
invariavelmente prospectivos, € a necessidade de um nimero suficiente de pacientes. Em
certa regides do Brasil, principalmente no norte e nordeste onde a neoplasia é mais
incidente, poderia ser viavel a realizagdo de estudos com o linfonodo sentinela em cancer de
pénis.

Por fim, é importante ressaltar que wvariantes histolégicas do carcinoma
espinocelular, principalmente em alguns tumores genitais, tem sido associadas com a
presenca do HPV e com caracteristicas clinicas do tumor (CUBILLA et al. 1998). A variante
verrucosa ou basal6ide do CEC de vulva, por exemplo, encontra-se mais associada com o
DNA viral e ocorre geralmente em mulheres mais jovens (BLOSS et al. 1991, HORDING et
al. 1994, PINTO et al. 1999a). Analises semelhantes foram realizadas em cancer do anus
(FRISCH et al. 1999). Recente estudo tenta caracterizar morfologicamente a variante

verrucosa do CEC de pénis, separando-a de outras formas morfologicas como o carcinoma
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verrucoso e o condiloma gigante (CUBILLAS et al. 2000). A identificagdo de subtipos
histologicos no cancer de pénis e sua associagdo com o HPV, evolugdo clinica e progndstico

também pode ser importante na pesquisa clinica dessa neoplasia.




CONCLUSOES
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7 Conclusdes

Os resultados obtidos nas condigdes do presente estudo permitem concluir que:

1- A presenca ou auséncia do DNA do HPV no tumor primario ndo interfere com a
incidéncia de metastases linfonodais nem com a sobrevida de pacientes portadores de
carcinoma invasivo do pénis.

2- Das variaveis clinicas e anatomopatologicas estudadas, e apos analise multivariada, a
presenga do DNA do HPV foi associada significativamente apenas com a auséncia de

./ permeagao linfatica (p=0,007).

3- A presengca de coilocitose é um achado morfolégico com baixa sensibilidade e
especificidade, ndo devendo ser utilizado para o diagnostico de infec¢do por HPV no
carcinoma invasivo de pénis.

4- A presenca de metastases em linfonodos foi a unica variavel anatomopatologica
associada com menor sobrevida apés analise multivariada.

5- A permeagdo linfatica, além do estadiamento clinico N1 e N3, foram os fatores que

influenciaram a presenga de metastases linfonodais ap6s analise multivariada
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ANEXOS



Anexo I Formulario utilizado para obtencio dos dados relativos aos 82

pacientes

OF. THO0 CRIIA0! 5cinssionsiin e s s S S B (10111
0. TG oviniiisvissmasinsive s s R A VA S R AR S AR RS (101101
03, Datn 00 ABNSSRO. .. oo iminsinsusiressin it ais s s s [101101
04. Tdade @ admMISSAO. .......c.ooeiuiieiieieeie ettt (10111
05. Estado civil: (1)solteiro (2)casado (3)Separado (4) outro (9)lgn................ (10111
06. Raga: (1)Branca (2)Amarela (3) Nao branca (9)Ign...........cccoovvvviiniciinnne, [1[11]

07. Tipo de sintomas/sinais: (1)Ferida (2)Dor (3)Inflamagdo

(4)Distria (5)Prurido (6)Outros (9)IgN ..o [1111]
08. Tempo de evolug8o da doenga (INESES)..........ccciiuiiinmiimiammemsiessmisesssinsens (11111
09. Antecedentes venéreos (0) NAO (1) SIm.......occoooiiiiiiiiiiieieeceeeee e [1
10. Postectomia (0) Nao (1)Nao relacionada (2) Relacionada (9)Ign...............c.......... [1
11. Situagdo a primeira consulta (1)Biopsiado (2)Amputado (3)Esvaziado

(4)Intacto L T []
12. Estadiamento ¢cT (1)T1 (2)T2 (3)T3 (4)T4 (O)TX ..cooooiiiiiiiiiiiciiceeeeee [1]

12. Estadiamento cN (O)NO (1)N1 (2)N2 (3)N3 (4)N4 (9) NX....ooooovovrooorcevorcee ]

13. Estadiamento cM (0)MO L1(M1) O(MX)..........cccnmssussnsesssosmisimssssssuessssusssssansusisssasss []
14. Data da amputagao/TESSECEAO. .......ooivviiiiiieie i [11111
15. Cirurgia (0)Nao (1) Amp. parcial (2) Amp. Total (3)Resseccdo (4)Ign................ [1]
16. Intengéo do esvaziamento (1)Principio (2) Necessidade (3)Ign..........ccccovvvvvenennenne. []

17, Dali 40 eVaRaMIEID: i i i e R (10111



18.

19.

20.

21.

22

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29,

30.

31.

32.

33.

34.

32,

36.

37.

Complicagdes relacionadas a amputagio (0)Nao (1)Infecg¢do (2)Deiscéncia

(3)Estenoss: (MHeMOTaEE  (9) I8 cunumsmsiasmisebmisssssii [1]
Complicagdes relacionadas aos esvaziamentos (0)Nao (1)Infecgdo
(2)Deiscéncia (3)Hematoma (4)Necrose (5)Linfedema (6) Rup.vasos ............... [1]
Numero do exame anatomopatolOZICO............o.evvereeeiecieieeeeeieeieeeeeeeen (10111
Grau de diferenciagdo (1)Bem diferenciado (2)Moderadamente
(3)Pouco diferenciado (4)Nao classificado (5)Ign.........cccccveviviiiiiiiiiiiceene. [1]
Espessura do tumor (1)Até Imm (2)1-5Smm (3)>5mm (9)Ign........c.ooocoieinnn. [1]
Permeacdo linfatica (0)N&o (1)Presente (9)IZN...........ccooevvieiieiiiiiieiieiee e [1]
Embolizagdo venosa (0)N&o (1)Presente (9)IgN..........cooovvveeeiiiiiiiiieeeeeeen []
Infiltragdo de corpos cavernosos (0)NZo (1)Presente (9)Ign..........coccoevviviveveereennnne, [1]
Infiltragdo de uretra (0)N&o (1)Presente (9)IGN..........ccooovvviveieieoieieeciiieieeeeee [1
Infiltrado mononuclear (0)Néo (1)Leve (2)Mod (3)Acentuado (4)Ign.................. [1
Infiltrado eosinofilico (0)Nzo (1)leve (2)Mod (3)Acentuado (4)Ign.................... [1
Cotlocitose (LYAuSente (ZIPESBNE ... usmvimiiier iy s i 1]
HPV (1)Ausente (2)PIeSente............ccooiviieiiuieiieeeeeeee e []
TIPO A& HPV ..o [1[]
Total de linfonodos examinados................c.ocooiiiiiiiiiiiiie e [111]
Total de TitoRodos POSIIVOS. vsusimnausmm e a s e v [111]
Lateralidade dos linfonodos positivos (1)Unilateral (2)Bilateral (9)Ign............. (111
Nivel dos linfonodos positivos (1)Inguinal (2)Ing. +iliaco (3)iliaco (9)Ign....... [111]

L0527 B L R ————————————— et 1 W 1 (] 11
Local da recidiva (0)N&o (1)coto (2)Regional (3)Pulmdes

(4) Ossos (5)Figado (6)Distancia —outros (9)Ign........c.cccoevvvveieveerieronccvrrceereenens | ]



38. Tratamento da recorréncia (0)Nao (1)RHD (2)Local (3)Regional (4)RXT

(5)Qt (6)OULrO (LN ..ot []
39. Data da tltima informagd0o ObJetIVA. .............coooiiviiiiieieeeeeceee e (11111
40. Situacdo do seguimento (1)Vivo sem doenga (2)Vivo com doenga

(3)Obito por cancer (4)Obito por outras causas  (5)Perdido ..........cooocooveveeeee... []



ANEXO 2 Banco de dados relacionando as principais variaveis dos 82

pacientes portadores de carcinoma infiltrativo do pénis.

As abreviaturas utilizadas nas colunas correspondem a:

ID. Numero de identifica¢do de cada caso

RG. Registro geral do paciente no Hospital A.C.Camargo
Est.T Estadiamento clinico T (TNM)

Est. N Estadiamento clinico N (TNM)

Est. M Estadiamento clinico M (TNM)

Linfad. Tipo de linfadenectomia realizada (inguinal ou ilioinguinal)
G.hist. Grau de diferenciacdo histologica

Espes.tu Espessura de infiltra¢gdo do tumor

Emb. linf Emboliza¢io linfatica por células neoplasicas

Emb. ven  Embolizac¢8o venosa por células neoplasicas

Inf. Corpo Infiltragdo de corpo cavernoso

Inf. Uretra Infiltragdao da uretra

Coiloc. Coilocitos

Tot. linf Total de linfonodos dissecados

Linf.+ Numero de linfonodos metastaticos



D RG Idade Raga EstT EstN EstM Cirurgia Linfad.  G. hist. Espes.tu Perm.linf  Emb.ven
1 530001 49  branca 3 0 0 amp total Ing. | >5mm presente ausente
2 530181 62 fibranc 3 2 0 amp total Ing. | >5mm ausente ausente
3 530330 50  nbranc 3 0 0 amp total Ing. | >5mm ausente ausente
4 540149 68 branca 2 0 o] amp total Ing | 1-5mm ausente ausente
5 540569 57 branca 3 [¢] Y] amp lotal Ing. | 1 - 5mm ausente ausente
6 540660 42 branca 2 o 0 amp total Ing. 1 =5mm presente presente
7 540978 47  branca 3 2 0 amp total Ing. 1] =5mm presente presente
8 542112 36  branca 2 a ] amp total Ing. ] 1-5mm ausente ausente
a 550670 52 branca 3 2 0 amp total iliolng. ! =5mm ausenle ausente
10 550879 43 branca 3 3 ] amp total Ing. I >5mm presente ausente
11 551000 53  branca 3 2 o0 amp total Ing. I =5mm presente presente
12 552633 44  fibranc 2 ] "] amp lotal iliolng. | >5mm ausenle ausente
13 560146 bk} branca 2 2 o] amp total iliolng. I >5mm presente presente
14 561242 41 fbranc 3 2 0 amp total iliolng. | =5mm presente ausente
15 561408 72 branca 3 2 0 amp total iliolng. I >5mm ausente ausente
16 572464 64  branca 2 2 0 amp total iliolng. 1} 1-5mm presente ausente
17 572484 41 fibranc 3 o} o] amp total iliolng. n =>5mm presente ausente
18 572871 67  branca 3 2: 0 amp total iliolng. | | >5mm presente presente
19 580456 28 branca 3 0 0 amp total iliolng. i >5mm presente ausente
20 592229 55  branca 3 3 0 amp total iliolng. | 1 - 5mm presente ausente
21 593233 56  branca 3 0 0 amp total iliolng. I >5mm presente ausente
22 600323 52  branca 3 3 0 amp total iliolng. In >5mm presente ausente
23 600644 33 branca 9 2 0 amp total ilioing. " 1-5mm presente ausente
24 601052 49  fibranc 3 2 0 amp total iliolng I >5mm presente ausente
25 601085 46 branca 2 1 4] amp parcial  iliolng. I 1-5mm presente ignorado
26 602623 45  branca 4 2 0 amp total Ing. | 1-5mm ausente ausente
27 610113 28  fibranc 2 0 4] amp total Ing. I >5mm presente ausente
28 610174 48  branca 4 2 0 amp total iliolng. | >5mm presente ausente
29 611070 77 branca 3 2 0 amp total Ing. | >5mm presente presente
30 613443 46 N branc 4 0 0 amp lotal iliolng. | >5mm presente ausente
31 620509 53  branca 3 2 o amp total iliolng. 1 =5mm presente ausente
32 620699 41 branca 2 0 0 ressecgao  ilioing. | >5mm ausente ausente
33 621623 76  branca 3 1 0 amp total Ing. | 1-5mm ausente ausente
34 621920 42 fbranc 3 2 0 amp parcial Ing. 1] >5mm presente ausente
35 622329 32  branca 3 2 ] amp parcial Ing. i 1-5mm ausente ausente
36 622996 27 A branc 2 ] 0 amp parcial  iliolng. I >5mm presente presente
37 623164 53  branca 3 1 0 amp total Ing. I >5mm presente ausente
38 631120 60  branca 3 1 0 amp total iliolng. 1l >5mm presente ausente
39 632710 60 N branc ) 3 0 amp total ilioing. 1} >Smm presente ausente
40 640208 33 branca & 2 0 amp total iliolng. | =5mm presente ausente
41 641029 29  branca 3 v 0 amp total iliolng. | 1-5mm ausente ausente
42 641135 51 A branc 3 3 0 amp total iliolng. | >5mm presente ausente
43 642016 55  branca 3 2 0 amp total ilioing. | >5mm presente ausente
44 651705 77 branca 3 v] 0 amp parcial Ing. | >5mm presente ausente
45 660069 X branca 3 3 o amp lotal iliolng. | >5mm ignorado ignorado
46 660464 28 nbranc 2 0 4] amp parcial Ing. | >5mm preéenle ausente
47 GBD9ST 61 N brang 2 0 0 amp lotal iiolng | >5mm presente presente
48 661121 52  branca 2 0 0 amp parcial  iliolng. | >5mm presente presente
49 661515 62  branca 3 0 o] amp parcial  ilioing. | >5mm ausente presente
50 671596 55  branca 3 0 1] amp parcial  iliolng. I 1 - 5mm ausente ausente
51 671632 51 branca 3 [v] 0 amp parcial Ing. I >5mm ausente presente
52 673035 63  branca 3 4] 0 amp parcial  iliolng. | >5mm presente ausente
53  GBOD42 57  branca 3 1 0 amp tolal iliolng. I >5mm presente ausente
54 683374 75  branca 3 ] 1] amp total Ing. 1 >5mm presente ausente
55 691188 56  branca 2 0 0 amp total iliolng. 1 >5mm ausente ausente
56 691192 46  branca 3 2 0 amp total iliolng. 1} >5mm ignorado ignorado
57 692500 55 nbranc 3 1 0 amp total iliolng | >5mm ausente ausente
58 702055 25 branca 2 2 4] amp total iliolng. ] 1 - 5mm ausenle ausenle
59 T02114 a1 branca <] 9 [v] amp parcial Ing. | >5mm presente ausente
60 710376 46  branca 3 3 0 amp total iliolng. 1] >5mm presente ignorado
61 710538 70 branca 2 0 0 amp parcial  iliolng. I 1-5mm presente ausente
62 710752 44  branca 3 2 0 amp total iliolng. 1 >5mm presente ausente
63 731581 35  branca 3 2 0 amp parcial  iliolng. | >5Smm ausente ausente
54 733471 67 ft branc 4 1 4] amp tolal ing | 1-5mm ignorado ighorado
65 740163 54 fi branc 3 3 0 amp total Ing I >5mm ausenie ausente



1D Inf.corpo Inf.uretra Coiloc. DNA do HPV ~ Tipo HPV  Tot.linf Linf.+ Seguimento

1 ignorado presente ausente ausente ausente 21 0 marte por cancer

2 ausente ausente ausente presente 16 39 0 morte por oulras causas
3 presente presente ausente presente 16 1 0 morte por oulras causas
4 ausente ausente ausente presente 16/18 15 0 morte por outras causas
5 ausente ausente ausente presente 16 10 0 morte por outras causas
6 presente ignorada ausente ausente ausente 29 o] vivo sem doenga

7 presente presente ausente ausente ausente 10 1 morte por cancer

a ausente ignorada presente ausente ausente 13 o vivo sem doenga

g ausenle presente ausente ausente ausente 40 ] morte por oulras causas
10 ausente presente presente ausente ausente 17 3 morte por cancer

1 presente ausente ausente ausente ausente 0 maorte por outras causas
12 ausente presente ausente ausente ausente 42 0 vivo sem doenga

13 ausente presente presente ausente ausente 4 morte por oulras causas
14 ausente presente presente ausente ausente 38 0 vivo sem doenga

15 ausente ausente presente ausente ausente 40 0 morte por outras causas
16 ignorado ignorada ausente ausente ausente 16 0 morte por cancer

17 presente ignorada ausente ausente ausente 36 3 morte por cancer

18 presente presente ausente ausente ausente 29 3 morte por cancer

19 presente presente presente presente 18 37 9 morte por outras causas
20 ignorado ausente presente ausente ausente 41 3 morte por cancer

21 presente ‘ausente ausente ausente ausenle 56 0 morte por outras causas
22 presente presente ausente ausente ausente 16 0 morte por outras causas
23 ausente ausente ausente ausente ausente 33 2 perdido de vista

24 presente ausente ausente ausente ausente 18 s] perdido de vista

25 ignorado ignorada ausente ausente ausente 24 2 morte por oulras causas
26 ignorado ausente ausenle ausente ausente 23 0 vivo sem doenga

27 ausente ausente ausente ausente ausente 15 0 vivo sem doenga

28 presente ausente presente ausente ausente a2 ] vivo sem doenga

29 presente ausenle ausenle ausente ausente 10 1 more por oulras causas
30 ausente ausente aysente ausente ausenie 32 0 moite por oulras causas
M presente presente ausente ausente ausente 2 0 morte por outras causas
32 ausenle presente presente ausente ausente 43 0 vivo sem doenga

i3 ignorado ignorada ausente presente 16 14 ] morte por outras causas
34 ignorado ignorada ausente ausente ausente 16 4] morte por outras causas
5 ignorado ignorada presente presente 16 18 0 morte por outras causas
36 presente ignorada presente presente 16 21 3 morte por cancer

37 presente ignorada ausente ausente ausente a8 1 morte por cancer

8 presente ignorada ausente ausente ausente 39 2 vivo sem doenga

39 ignorado ausente ausente ausente ausente 35 5 morte por cancer

40 ausente ignorada presente ausente ausente 44 2 perdido de visla

a1 ausente ignorada ignorado presente B/ 17 0 perdido de vista

42 ausente ignorada ausente presente 16 26 5 morte por cancer

413 ausente ignorada ausente presente 45 22 ] morte por cancer

44 ausenle ignorada ausente ausente ausente 10 2 morte por cancer

45 ignorado ignorada presente presente 31133135 20 1 morle por outras causas
46 ausente ignorada ausente presente 51152 42 ] morte por oulras causas
47 presente ausente presente presente 18 29 0 morte por cancer

48 presente presente presente ausente ausente 54 1 morte por oulras causas
49 presente ignorada presente presente 18 a3 0 perdido de vista

50 ausente ignorada presente presente 18 38 3 morte por cancer

51 ausente presente ausente presente 16 35 0 vivo sem doenga

52 ausente presente presente ausente ausente 21 4] morte por outras causas
53 ausente ausenle ausente presente 16 40 1 morte por outras causas
54 presente presente presente ausente ausente 28 0 morte por outras causas
55 ausente presente presente ausente ausente 31 0 morte por cancer

56 ignorado ignorada ausente ausente ausente 30 3 morte por cancer

57 ausenle ausente presenle ausente ausenle 45 4] perdido de vista

50 ausente ausente presente ausente ausenle 33 4 vivo sem doenga

59 presente ausente ausenle presente 31/33135 18 1 morte por cancer

60 ignorado ' ignorada presente ausente ausente 4 4 morte por cancer

61 ausente presente presente presente 16 26 3 maorie por cancer

62 ausente ignorada presente ausente ausente 44 2 vivo sem doenga

63 ausenle ausenle presente presente 16 42 1 vivo sem doenga

64 ignorado ignorada presente ausente ausente 16 Qo motte por oulras causas
65 ausente ausente presente ausente ausenle 28 3 morte por outras causas



1D RG Idade Raga Est.T EstN EstM Cirurgia Linfad. G. hist. Espes.tu Perm.linf Emb.ven
66 741599 36  branca 3 2 0 amp parcial  iliolng. | 1 - 5mm ausente ausente
67 741750 57  branca 3 0 0 amp parcial  iliolng. | >5mm ausente ausente
68 742221 48  nbranc 2 0 0 amp parcial  iliolng. | ignorado ignorado ausente
69 742865 54 i branc 3 2 0 amp parcial  iliolng. | >5mm presente ausente
70 743150 53  branca 3 0 0 amp parcial  iliolng. I 1-5mm ausente ausente
71 763518 65 nbranc 9 9 9 amp parcial Ing. ! 1-5mm ausente ausente
72 764245 49  branca 2 0 0 amp parcial iliolng. - >5mm presente ausente
73 770373 56  branca 3 0 0 amp parcial  iliolng. | >5mm presente presente
74 7B1272 66  branca 4 2 0 amp total iliolng. 1 =5mm presente presente
75  7B2905 60  branca 3 3 0 amp total iliolng. 1] =5mm presente presente
76 783520 66  nbranc 2 1 0 amp parcial  iliolng. | =5mm presente presente
77 783925 75  branca 3 0 0 amp lotal iolng. 1 ignorado ignorado ignorado
78 784366 45  branca 3 3 0 amp total Ing. | =5mm presente presente
79  BO1157 66  branca 3 0 0 amp parcial  iliolng. 1 1 - 5mm ausente ausente
B0  B12897 52  branca 3 1 0 amp total iliolng. | =5mm ausente ausente
81 823097 68  nbranc 3 1 0 amp total iliolng. | >5mm presente presente
82 850701 44  branca 4 3 0 amp total ilioing. | 1 - Smm ausente ausente




D Inf.corpo  Infuretra Coiloc. DNA do HPV _ Tipo HPV__ Tot.linf Linf.+ Seguimento

&5 ausente presente presente ausente ausente 42 0 vivo sem doenga

67 ausente presente presente presente 16 21 ] morte por outras causas

68 ausente ignorada presente ausente ausente 24 5] morte por outras causas

69 ausente ausente ausente ausente ausente 20 4 perdido de vista

70 ignorado ignorada ausente ausente ausente 42 4] vivo sem doenga

71 ausenle ausente presente presente 16 6 0 perdido de vista

72 ausente ausente presente ausente ausente 29 1 vivo sem doenga

73 presente presente presente ausente ausente 38 1 morte por cancer

74 presente ignorada ausente ausente ausente 35 2 perdido de vista

75 presente presente presente presente 31/33/35 a 9 morte por cancer

76 presente ausente presente ausente ausente a5 4 morle por outras causas
77 ignorado ignorada presente ausente ausente 48 2 morte por outras causas

78 presente ausente ausente ausente ausente 30 4 morte por cancer

79 ausente ausente presente ausente ausente 42 3 morte por outras causas

80 presente ausenle presente ausente ausente 27 2 morte por cancer

81 presente presente presente ausente ausente 42 5 perdido de vista

82 ausente ausente presente presente 061111 30 0 morie por oulras causas
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