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RESUMO

Alves Junior JJ. Analise imunoistoquimica da expressdo de PD-L1 em
células tumorais e células T nos carcinomas de células escamosas do

pénis. Sdo Paulo; 2019. [Tese de Doutorado- Fundagéo Antdnio Prudente]

Introducéo: A neoplasia do pénis € uma doenca rara, sendo mais frequente
nos paises em desenvolvimento. Representa 0,4%dos tumores malignos dos
homens nos EUA e 2,1% no Brasil, sendo mais prevalente nas regidées norte
e nordeste. O carcinoma epidermadide representa aproximadamente 95% das
neoplasias do pénis e sua ocorréncia esta ligada a presenca de fimose,
higiene inadequada e infecgdes virais. O PD-1 e seus ligante PD-L1 s&o
proteinas de membrana com papel crucial na regulagado da resposta imune.
O aumento da expressao de PD-L1 parece ser um mecanismo de evasao do
sistema imune do hospedeiro pelas células tumorais e tem sido alvo de
diversos estudos. Objetivos: estabelecer a frequéncia da Expressao da
proteina PD-L1 e das células T nos carcinomas de pénis, correlacionando os
aspectos demograficos e clinico-patolégicos com a expressdo doe as
tendéncias do cancer de pénis no Estado do Ceara. Métodos: Tratou-se de
estudo retrospectivo, transversal, clinico-patolégico e imunoistoquimico de
cancer de pénis em pacientes tratados e em acompanhamento no Hospital
do Céancer Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC). A
amostra constituiu-se de 84 pacientes com diagndstico de cancer de pénis
acompanhados no HHJ/ICC, entre 2002 e 2014. Os dados foram obtidos
através de revisdo dos prontuarios e do preenchimento de formulario
elaborado pelos pesquisadores. Foi preparado TMA a partir de amostras dos
blocos de parafina dos tumores. A imunoistoquimica foi realizada a partir das
laminas do TMA. Os dados foram tabulados, armazenados e processados
através do programa estatistico Statistical Package for the Social Science
(SPSS) Versao 22.0. Resultados: A média de idade foi de 67,6 anos com a

maioria oriunda do interior do Estado (65,5%) e casados (68,7%).



Amputacgdo parcial foi a cirurgia mais realizada (82,14%) e a maioria dos
tumores tinha até 5cm (77,4%). Tivemos cerca de 31% pT1 e 21,5% pN
positivo. O subtipo usual foi o prevalente (67,9%) e os carcinomas
moderadamente diferenciados (61,9%) tiveram maior representatividade.
Houve recidiva em cerca de 21% dos casos. Quanto ao PD-L1 houve
expressdao em 22,6% dos casos. Houve significancia estatistica para a
associacdo entre a expressdao de PD-L1 com Células Inflamatérias
(p=0,000), CD4 (p=0,001), CD8 (p=0,012) e estadio pT (p=0,02). Também
houve para a associacdo entre a expressao de Células Inflamatérias com
CD4 (p=0,004), CD8 (p=0,000), estadio pT (p=0,001), grau histolégico
(p=0,03) e diferenciagdo histologica (p=0,04). Quanto ao prognostico, a
recidiva (p=0,017), o estadio pT (p=0,027) e o grau histolégico (p=0,020)
mostraram-se como fatores de impacto na sobrevida. Conclusédo: Trata-se
de uma neoplasia que acomete mais a sexta década da vida. A recidiva, o
estadiamento patologico (pT) e o grau histologico ratificaram-se como
fatores progndsticos relevantes na sobrevida. A expressdo de PD-L1 em
tumores avancados reforca a importancia de continuar a pesquisa para
investigacao adicional de anti-PD-1 e imunoterapéuticos anti-PD-L1 em
pacientes com neoplasia peniana avancada. Reforga-se ainda que por se
tratar de um problema de saude publica, campanhas de conscientizagcio
quanto aos sintomas devem ser incentivadas para que se possa fazer o
diagndstico mais precocemente, o que poderia diminuir as taxas de
incidéncia de tumores em estagio avangado e propiciar cirurgias menos

mutilantes.

Descritores: PD-L1. Carcinoma de Células Escamosas/genética.
Neoplasias Penianas. Imuno-Histoquimica. Sobrevivéncia (Saude Publica).

Estudos Retrospectivos.



SUMMARY

Alves Junior JJ. [Immunohistochemical analysis of PD-L1 expression in
tumor cells and T cells in penile squamous cell carcinomas]. Sao Paulo;

2019. [Tese de Doutorado- Fundagao Antonio Prudente]

Introduction: Penile neoplasia is a rare disease, being more frequent in
developing countries. It represents 0.4% of the malignant tumors of the men
in the USA and 2.1% in Brazil, being more prevalent in the north and
northeast regions. Epidermoid carcinoma accounts for approximately 95% of
penile neoplasms, and its occurrence is linked to the presence of phimosis,
inadequate hygiene and viral infections. PD-1 and its PD-L1 linkers are
membrane proteins with crucial role in the regulation of the immune
response. Increased PD-L1 expression appears to be a mechanism for
evading the host immune system by tumor cells and has been the subject of
several studies. Objectives: To establish the frequency of PD-L1 protein and
T-cell expression in penile carcinomas, correlating demographic and clinical-
pathological aspects with the expression and trends of penile cancer in the
State of Ceara. Methods: Retrospective, cross-sectional, clinical-
pathological and immunohistochemical study of penile cancer in patients
treated and followed up at Haroldo Juagaba Cancer Hospital of the Cancer
Institute of Ceara (HHJ / ICC). The sample consisted of 84 patients with a
diagnosis of penile cancer in the HHJ / ICC, between 2002 and 2014. The
data were obtained by reviewing the medical records and filling out a form
prepared by the researchers. TMA was prepared from samples of the paraffin
blocks of the tumors. Immunohistochemistry was performed from the TMA
slides. Data were tabulated, stored and processed using the statistical
program Statistical Package for Social Science (SPSS) Version 22.0.
Results: The mean age was 67.6 years, with the majority coming from the
interior of the State (65.5%) and married (68.7%). Partial amputation was the

most performed surgery (82.14%) and the majority of tumors had up to 5 cm



(77.4%). We had about 31% pT1 and 21.5% pN positive. The usual subtype
was the prevalent one (67.9%) and the moderately differentiated carcinomas
(61.9%) were more representative. There was recurrence in about 21% of
the cases. Regarding PD-L1, there was 22.6% of cases. There was statistical
significance for the association between PD-L1 expression with Inflammatory
Cells (p = 0.000), CD4 (p = 0.001), CD8 (p = 0.012) and pT stage (p = 0.02).
There was also an association between the expression of CD4 (p = 0.004),
CD8 (p = 0.000), pT (p = 0.001), histological grade (p = 0.03) and histological
differentiation, 04). As for the prognosis, the relapse (p = 0.017), the pT stage
(p = 0.027) and the histological grade (p = 0.020) were shown as survival
impact factors. Conclusion: This is a neoplasm that affects the sixth decade
of life. Recurrence, pathological staging (pT) and histological grade were
ratified as relevant prognostic factors in survival. The expression of PD-L1 in
advanced tumors reinforces the importance of continuing the research for
further investigation of anti-PD-1 and anti-PD-L1 immunotherapeutics in
patients with advanced penile neoplasia. It is also reinforced that because it
is a public health problem, awareness campaigns about the symptoms
should be encouraged so that the diagnosis can be made earlier, which could
reduce the incidence rates of advanced tumors and provide surgeries less

mutilating.

Key-words: PD-L1. Carcinoma, Squamous Cell/genetics. Penile Neoplasms.

Immunohistochemistry. Survival. Retrospective Studies
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PENIS - ASPECTOS GERAIS E

EPIDEMIOLOGICOS

O céancer de pénis (CaPe) € um tumor pouco frequente, de homens
acima dos 50 anos, embora possa atingir também os mais jovens. No
nordeste brasileiro ha taxas que chegam a 5,7% de todos os tumores
malignos do homem, superando as taxas de cancer na prostata e na bexiga
(SILVA et al. 2014). Como é sabido, nesta regidao do pais ha as piores
condigdes socioecondmicas, fator intrinsecamente ligado a etiopatogenia do
tumor, e concentram mais da metade das neoplasias malignas do pénis do
Brasil (FAVORITO et al. 2008). Isto & diferente de paises desenvolvidos
onde o CaPe é pouco frequente, representando cerca de 0,6% de todas
neoplasias malignas (MOSCONI et al. 2005; BARNHOLTZ-SLOAN et al.
2007; JEMAL et al. 2013; SEWELL et al. 2015). No Reino Unido, equivale a
0,6/100000 habitantes e o Surveillance, Epidemiology, and End Results
Program-SEER (National Cancer Institute-NCI 2018) estima que houve cerca
de 2120 casos novos no ano de 2017 nos Estados Unidos.

A Australia tem uma incidéncia de CaPe de 0,8/100000 habitantes e o
Pais de Gales esta incidéncia é de 1,44/100000 (SEWELL et al. 2015).
Surpreendentemente, a Suécia tem uma incidéncia de 2,1/100000 homens,

sendo que esta se mantém estavel (KIRRANDER et al. 2016). Estes quadros



de incidéncia nos paises desenvolvidos incluem todos os estadios e a
grande maioria sdo de diagndsticos de tumores precoces. Por exemplo, na
Suécia mais do que 50% dos casos sao Tis ou pT1, e cerca de 70% destes
sao tratados com cirurgia conservadora (KIRRANDER et al. 2016).

Como inicialmente comentado esta ndo é a realidade em paises onde
o indice de desenvolvimento humano € menor. Em alguns paises africanos,
asiaticos ou sul-americanos as incidéncias giram em torno de 4,0
casos/100.000 homens (WABINGA et al. 2000; RUBIN et al. 2001). Mesmo
nos Estados Unidos, ha diferencas do estadio ao diagndstico quando
comparadas diferentes populagées (SLOPNICK et al. 2016).

Apesar de pouco frequente nos Estados Unidos da América (EUA),
em 2008, HU e GOLDIE descreveram o impacto econdmico do CaPe nos
EUA. Os custos relacionados com o CaPe incluem consultas médicas de
atencao primaria, cirurgia, anestesia, internagao hospitalar, radioterapia,
quimioterapia e consultas com médico especialista. No CaPe avangado, sido
adicionados cuidados relacionados ao aumento da morbidade associada, ou
seja, incontinéncia urinaria e disfungdo sexual. As estimativas de custos
incluem os custos diretos médicos relacionados ao tratamento inicial (ou
seja, os honorarios médicos, hospitalizagdo, cirurgia, radioterapia e/ou
quimioterapia) ao acompanhamento em curto prazo (um ano). Ndo foram
incluidos gastos com a avaliagado diagndstica, a vigilancia a longo prazo, o
tratamento de doenca recorrente, a gestdo da doenga metastatica ou o
cuidado terminal. Dessa forma, o custo médio por caso foi calculado em

aproximadamente 15 mil délares (HU e GOLDIE 2008).



As estimativas do Instituto Nacional de Cancer nao sao precisas pois
0 enquadram juntamente com outros tipos de tumor. No Brasil, esse tipo de
tumor representa 2% de todos os tipos de cancer que atingem o homem,
sendo mais frequente nas regides Norte e Nordeste, conferindo grande
importancia para o seu estudo (Ministério da Saude 2017). O Atlas de
Mortalidade por Céancer do Inca registra mortalidade de 0,28/100.000,
estimando que no periodo de 1979 a 2016 houveram 8700 mortes por este
tumor. As taxas de mortalidade nos estados brasileiros podem ser vistas na
Figura 1, sendo que o Ceara, estado objeto deste estudo, foi de 0,21/100000

(Ministério da Saude 2017).
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Fonte: Ministério da Saude (2017)
Figura 1 - Taxas brutas de mortalidade por carcinoma peniano no Brasil
entre 1075-2016.



Em levantamento publicado em 1982 por BRUMINI et al. a neoplasia
correspondia a cerca de 2,1% das neoplasias malignas que acometiam o
sexo masculino no Brasil. As regides que concentram o maior numero de
casos sao Nordeste (5,7%), Norte (3,8%) e Centro-Oeste (3,8%). A
incidéncia € menor no Sudeste (1,4 %) e no Sul (1,2%).

O CaPe ocorre principalmente entre a quinta e a sétima décadas de
vida. Trata-se de um tumor infrequente em adultos na faixa etaria de até 30
anos e é raramente descrito na infancia (POW-SANG et al. 2010). No Brasil,
a incidéncia € maior a partir dos 46 anos de idade (FAVORITO et al. 2008).
Porém, a condicdo de doenca que acomete homens em idade mais
avancada pode ser alterada, uma vez que um quarto dos casos sao de
pacientes com menos de 50 anos (SALVIONI et al. 2009).

A despeito do impacto dessa neoplasia, ha poucos estudos que
oferegam dados confiaveis em relagdo aos aspectos morfoldgicos e as
variagdes locorregionais existentes no Brasil. Aspectos epidemioldgicos
levando em consideragdes habitos e comportamentos sexuais locais,
variantes histolégicas pouco conhecidas ou nao contempladas na
classificagado vigente da OMS que evoluem de forma nao usual podem
embutir consideragbes importantes para o manejo desses pacientes

(BEZERRA et al. 2001a, b).



1.2 ETIOPATOGENIA DO CARCINOMA DE PENIS

A etiopatologenia dos tumores malignos do pénis € pouco conhecida,
porém alguns fatores ja foram associados com maior risco para
desenvolvimento da neoplasia, tais como fimose, nao circuncisdo, mas
condigdes de higiene, varios parceiros sexuais, infecgao pelo HPV, verrugas
genitais ou outros antecedentes venéreos, lesdes e inflamacgdes crbnicas, e
o tabagismo (BLEEKER et al. 2009; SALVIONI et al. 2009; MINHAS et al.

2010; PAHWA et al. 2012).

1.2.1 Fimose /Nao Circunciséao

A fimose é um fator de risco universalmente aceito. Pacientes
portadores de CaPe apresentam com bastante frequéncia. A falta de
possibilidade de exposi¢cdo da glande e sua higienizagdo levam ao acumulo
de esmegma (composto por produtos urinarios e células epidérmicas da
descamacgao natural) na regido peniana. A retengcdo do esmegma pode
acarretar irritacdo crbnica e inflamagado da glande, que por sua vez criam
uma condi¢io propicia ao desenvolvimento de neoplasias.

A circuncisdo pode estar associada a redugdo do risco para
desenvolvimento do CaPe, uma vez que permite melhor higienizagdo da
glande e também reduz a incidéncia de lesdes e inflamag¢des nessa area
(DILLNER et al. 2000; BLEEKER et al. 2009). A postectomia quando
realizada ao nascimento € mais eficaz na protecdo ao desenvolvimento de

CaPe, do que quando é realizada mais tardiamente. Tal fato € corroborado



pela incidéncia praticamente nula desses tumores em populagbes que
realizam esse procedimento em recém-nascidos, por motivos religiosos ou
culturais. A frequéncia de CaPe é maior em homens ndo postectomizados
na infancia, com risco relativo 1,5 vezes maior quando comparados a
individuos do grupo controle (DALING et al. 2005).

A maior incidéncia de cancer de pénis em pacientes nao
postectomizados também se deve ao fato de que esses individuos, além de
desenvolverem fimose, apresentam risco aumentado para aquisicao de
outras infecgbes venéreas como a infeccdo pelo HPV (do inglés, human

papiloma virus) e persisténcia desta.

1.2.2 Virus do Papiloma Humano

O HPV é um virus oncogénico, cujo papel na progressao tumoral ja é
bem estabelecido nos carcinomas de colo de utero. Diversos estudos que
avaliaram a presenga de infeccdo pelo HPV em CaPe chegaram a
resultados bastante controversos, tanto a respeito da incidéncia da infecgao
quanto do papel desta na tumorigénese e no prognostico da doenga (RUBIN
et al. 2001; SCHEINER et al. 2008) A infeccao por esse virus parece
participar como um cofator na carcinogénese desse tumor, atuando em
conjunto com varios outros elementos (BEZERRA et al. 20013, b).

A ocorréncia da infeccao viral parece ser mais frequente em pacientes
nao postectomizados devido a caracteristicas histolégicas do pénis. O corpo

do pénis, assim como a superficie externa do prepucio, apresentam



ceratinizagcdo. Ja a mucosa interna do prepucio, ndo ceratinizada, € mais
vulneravel & infeccdo (CASTELLSAGUE et al. 2002).

A deteccdo do DNA do HPV ja foi descrita em 14,6% a 81,5% dos
tumores (BACKES et al. 2009). Os HPV's de alto risco, principalmente os
tipos 16 e 18, sdo os mais frequentemente encontrados nos tumores de
pénis. O HPV 16 pode ser encontrado em até 79% dos casos com infecgéo
viral (BEZERRA et al. 2001a, b; RUBIN et al. 2001; PROWSE et al. 2008;
KRUSTRUP et al. 2009).

Apesar da prevaléncia da infec¢ao pelo HPV ser consideravel, o valor
prognéstico da presenga do virus nos tumores de pénis € controverso.
Existem estudos relatando que a presenga do virus nos tumores nao
acarreta qualquer alteragdo no prognéstico dos pacientes (BEZERRA et al.
2001a, b; RUBIN et al. 2001; SCHEINER et al. 2008). No entanto, outro
estudo sugere que a deteccdo do HPV parece estar associada a tumores
com crescimento mais agressivo e de alto grau histolégico (GREGOIRE et
al. 1995).

Resultados que contrariam o estudo anterior foram verificados por
LONT et al. (2006) que observaram que os pacientes com infecgdo pelos
HPV’s de alto risco apresentaram maior sobrevida cancer especifica em 5
anos do que aqueles do grupo negativo. O mesmo fato foi observado por um
estudo que avaliou a presenca do HPV em amostras de pacientes brasileiros
(SCHEINER et al. 2008). No estudo de BEZERRA et al. (2001a, b) a

positividade para o HPV sé esteve associada com menor risco para



embolizacédo linfatica, ndo sendo observadas associagdbes com outras
variaveis de progndstico.

Apenas dois achados parecem ser consenso nos diversos estudos
que avaliaram a frequéncia de tumores com infeccdo pelo HPV, a
prevaléncia dos subtipos virais e a distribuicdo da infeccdo de acordo com o
tipo histolégico. O HPV16 é o mais frequentemente encontrado no CaPe,
podendo ser encontrado em 25% a 87% das lesdes nas quais foi detectado
DNA viral. Os subtipos histolégicos basaldide e condilomatoso sdo os que
apresentam as maiores taxas de infecgcdao pelo HPV e nos carcinomas
verrucosos € rara a presenca do virus (CHAN et al. 1994; RUBIN et al. 2001;

BACKES et al. 2009; KRUSTRUP et al. 2009; MIRALLES-GURI et al. 2009).

1.2.3 Liquen Escleroso Atréfico e a Leucoplasia - Condicbes
Inflamatorias

A pele da genitalia masculina é semelhante a do restante do
tegumento, sendo a unica excegao aquela localizada na face interna do
prepucio e na glande, onde o epitélio ndo é queratinizado (LYNCH e
PETTAWAY 2002).

Algumas dermatoses que sdo comuns em regides extragenitais, como
a leucoplasia e o liquen escleroso atréfico, podem afetar o pénis e estar
relacionadas ao CaPe.

A leucoplasia € um termo amplo e inespecifico que clinicamente
significa uma lesdo esbranquicada e espessada, rara em pénis e mais

comumente observada em pacientes diabéticos. Acredita-se que 7% a 13%



das lesdes leucoplasicas nao tratadas evoluam para carcinoma epidermoide
(RAGSDALE 20009).

O liquen escleroso € uma dermatose inflamatdéria crénica que pode
acometer a regiao anogenital. Clinicamente, os principais achados sao:
hipocromia, atrofia e xerose com ou sem descamacado. Os trabalhos
publicados sobre o assunto divergem em muito nos resultados. Em 80%
dessas lesbes, 0 exame histopatolégico mostra alteragdes reacionais
benignas (RAGSDALE 2009). Estudo realizado por POWELL et al. (2001)
encontrou associagdo entre liquen escleroso e CaPe em 50% dos
participantes. Ja no estudo de YESUDIAN et al. (2005) em apenas 4-5% dos
casos, puderam ser encontradas caracteristicas de carcinoma epidermoide
invasivo. Outros autores referem até 6% de associagao de liquen escleroso

e CaPe (NASCA et al. 1999).

1.2.4 Outros Fatores de Risco

Outros habitos como a obesidade, o tabagismo e a zoofilia tém sido
implicados como fatores de risco para a doenca.

O estudo de BARNES et al. (2016) descreveu associagao significante
entre a obesidade e o CaPe, sendo esta descrita como um fator de risco
modificavel no desenvolvimento do CaPe.

O tabagismo é, certamente, uma das principais causas de cancer no
mundo. Desde o classico estudo de DOLL e HILL (1950), que identificou a
estreita associagao entre consumo de cigarros e cancer de pulmao, novas

evidéncias foram acumuladas para outros tumores malignos. Para o CaPe o
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risco chega a até 4,5 vezes em alguns estudos (DALING et al. 2005). Um
dos primeiros trabalhos em que hipotetizou que o acumulo de nicotina e
substancias cancerigenas no muco cervical de mulheres fumantes, assim
como em secregdes penianas, foi o de WINKELSTEIN et al. (1977), no qual
descreveram que a agao carcinogénica do tabaco em células epiteliais nao
era promovida somente por contato direto, mas também por via circulatéria
por TSEN et al. (2001).

A associagao entre a zoofilia ou SWA (do inglés, sex with animals) e o
CaPe foi descrita recentemente em estudo nacional de ZEQUI et al. (2012).
Neste estudo o SWA emergiu como um fator de risco para CaPe sob a
hipétese de que promove o contato dos tecidos penianos com a mucosa
genital ndo-humana, resultando em microtraumas e exposi¢céo as secregoes
anogenitais dos animais, que podem ser carcinogénicas para humanos.
Essa situagao favoreceria os processos de irritagdo cronica e subsequente
displasia o que pode levar a lesbes penianas, escoriagdes ou balanites que
sdo conhecidas por aumentar o risco de CaPe (ZEQUI et al. 2012).

A injuria traumatica também foi associada ao desenvolvimento do
CaPe provavelmente devido ao processo inflamatério crénico (TSEN et al.

2001; THOMAS e NANGIA 2004)

1.3 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO CaPe

A maior parte das neoplasias malignas do pénis é constituida por

carcinomas derivados do epitélio pluriestratificado, tanto da glande como do
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sulco coronal e prepucio que representam aproximadamente 95% dos casos
(BEZERRA et al. 2001a, b). Esta diferenciagdo é importante pois o CaPe
raramente se origina na pele e é, em sua grande maioria dos casos tumores
nascidos na mucosa. O CaPe geralmente se inicia como uma lesdo em
glande que, se nao tratada, pode se estender para o prepucio e o corpo,
invadindo corpos cavernosos, corpo esponjoso e uretra e chegando a
autoamputacdo. Existem 3 padrdes de crescimento: superficial (crescimento
horizontal), invasivo (crescimento vertical) e multicéntrico (LOPES et al.
1996; GUIMARAES et al. 2006; POW-SANG et al. 2010).

CHAUX et al. (2010) reviram os subtipos histolégicos de CaPe. Os
CaPe séo divididos em diversos subtipos histoldgicos. Dentre as variantes
mais frequentes estdo o tipo usual, verrucoso, condilomatoso, papilifero e
basaloide. Outras variantes mais raras s&o o sarcomatoide, adenoescamoso
e acantolitico.

A Organizagdo Mundial da Saude-OMS recentemente confirmou as
diversas variantes histopatolégicas (MOCH et al. 2016). Como os proéprios
autores justificam, a atual classificagdo é o produto da evolugao histérica do
conhecimento. Um dos aspectos mais importantes &€ que claramente
estabelece uma divisdo relacionada com a etiopatogenia, os CaPe
associados ao HPV e os tumores n&o-associados ao HPV. Dentre os
primeiros estdo os carcinomas basaldides, condilomatosos e o carcinoma do
tipo linfoepitelioma. Entre os nao-relacionados com HPV estdo o carcinoma

epidermermédide e suas variantes, o0 carcinoma verrucoso, 0 carcinoma
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papilifero, o carcinoma adenoescamoso, o0 carcinoma sarcomatéide e os
carcinomas mistos.

A despeito de sermos um pais onde o CaPe é frequente, os aspectos
histopatolégicos ainda ndo sdo de conhecimento comum dos patologistas.
Frequentemente eles sao classificados de forma errbnea e todos colocados
como CEC usuais. Isto impede que os clinicos e cirurgides estabelegcam
estratégias mais adequadas de tratamento e, especialmente, selecionem
pacientes elegiveis para a linfadenectomia inguinal (LOPES et al. 1996;

ORNELLAS et al. 1994, 2008).

1.3.1 Os Carcinomas né&o-Relacionados com o HPV

Os carcinomas epidermoéides usuais sdo o subtipo histolégico mais
comum, representam 48% a 65% das neoplasias penianas (CHAUX et al.
2010). Macroscopicamente, apresenta-se como uma lesdo esbranquigada
que pode ser exofitica, de crescimento horizontal ou ulcerada. Recidivas séo
observadas em 28% dos pacientes e metastase linfonodais sdo detectadas
em 28% a 39% dos casos. Aproximadamente 20% a 38% dos pacientes
morrem em decorréncia da doenga e taxa de sobrevida em 10 anos é de
78% (CHAUX et al. 2010).

O carcinoma verrucoso responde por 3% a 8% dos casos (CHAUX et
al. 2010). Seu crescimento é lento e agressivo, porém local, com raros
relatos de metastases inguinais, e mortalidade praticamente nula. O grau de

diferenciagao é alto e raramente apresenta infecgao pelo HPV.
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Os tumores papiliferos correspondem a 5% a 15% dos carcinomas de
pénis (CHAUX et al. 2010). Tratam-se de lesbes exofiticas extensas e,
microscopicamente, irregular e infiltrativo e baixo grau de diferenciagao.
Lesbes pré-neoplasicas, como a neoplasia intraepitelial e o liquen escleroso,
estdo frequentemente associadas a essa variante. As taxas de recidiva,
metastase linfonodal e mortalidade s&o baixas, em torno de 10%.

O carcinoma sarcomatodide € responsavel por 1% a 3% dos CaPe
(CHAUX et al. 2010). E uma neoplasia agressiva que envolve
preferencialmente a glande, mas o prepucio também pode ser afetado. O
componente sarcomatéide pode imitar o histiocitoma fibroso, o
leiomiossarcoma, o fibrossarcoma, o mixossarcoma ou 0 angio-sarcoma e
estudos imuno-histoquimicos podem ser necessarios para um diagnostico
correto (CUBILLA et al. 2001). Metastase nodal inguinal € observada em
75% -89% dos casos, a taxa de mortalidade ¢é alta (40% -75%), recorréncias
locais e sistémicas desenvolvem-se em até dois tercos dos pacientes e a
maioria morre em um ano de diagnéstico (VELAZQUEZ et al. 2005).

O carcinoma adenoescamoso € um tumor raro, composto por células
escamosas entremeadas por areas de diferenciagdo glandular (ROMERO et
al. 2006). Microscopicamente, observa-se um padrao de adenocarcinoma
misto de producdo de mucina de células escamosas (CUBILLA et al. 1996;
KAGEYAMA et al. 1997). O componente escamoso predomina. Glandulas
coram com antigeno carcinoembrionario. Recorréncias locais foram

observadas em um quarto dos casos e as metastases nos linfonodos



14

inguinais aparecem em até metade dos pacientes, mas a taxa de

mortalidade é baixa (0% a 14%) (GUIMARAES et al. 2009).

1.3.2 Carcinomas Relacionados ao HPV

Os carcinomas condilomatosos sdo geralmente pouco diferenciados e
decrescimento lento. Frequentemente estdo associados a infecgdes pelo
HPV (20% a 100% dos casos). Apresenta crescimento papilomatoso e
geralmente invade corpos cavernoso e esponjoso. O comprometimento
linfonodal é observado em 18% dos casos e recidivas locais acometem 10%
dos pacientes. A mortalidade associada a doenga varia de 0% a 9%
(CHAUX et al. 2010).

O tipo basaldide € um tumor agressivo associado a infec¢ao pelo HPV
em até 80% dos casos. Representa entre 4% a 10% dos carcinomas de
pénis. Assim como o subtipo condilomatoso, costuma invadir corpos
cavernosos e esponjoso, porém apresenta-se como uma leséo ulcerada e
preferencialmente na glande. As taxas de recidiva e metastases linfonodais
sdo elevadas em torno de 30% e 50% a 100% dos casos, respectivamente.
Aproximadamente um terco dos pacientes morrem devido a metastases a
distancia (CHAUX et al. 2010).

O carcinoma do tipo linfoepitelioma (do Inglés, Lymphoepithelioma-
like carcinoma, LELC) é um carcinoma pouco diferenciado que deriva seu
nome do chamado linfoepitelioma ou carcinoma nasofaringeo diferenciado,
uma neoplasia com forte ligagdo patogénica a infecgdo pelo virus Epstein-

Barr (EBV) (MENTRIKOSKI et al. 2014). Embora morfologicamente idéntica
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ao carcinoma nasofaringeo indiferenciada, as LELCs que surgem em outros
orgaos geralmente nao estdo relacionadas a infeccdo subjacente por EBV
(MENTRIKOSKI et al. 2014). Quando ocorrem no trato geniturinario, o LELC
€ mais frequentemente encontrado na bexiga urinaria (WILLIAMSON et al.
2011). Embora o LELC do pénis paregca ser extremamente raro, o
conhecimento dessa variante € fundamental para prevenir diagnosticos
como um processo inflamatério, particularmente o linfoma, e, em muitos
casos, a imunoistoquimica é necessaria para a classificacdo adequada
(MENTRIKOSKI et al. 2014).

Nao obstante a dificuldade na classificagdo dos varios subtipos do
CaPe, a etiopatogenia molecular se constitui num grande desafio. A
casuistica reduzida e a distribuicado irregular ao longo do Brasil, aliadas a
falta de boa documentagdo cientifica e clinico-cirdrgica, constituem
agravantes para que se evolua nos conceitos e propostas terapéuticas.

Trabalhos envolvendo o conhecimento da expressdo de proteinas
através de imunoistoquimica vém se avolumando e despertado a
necessidade de aprofundarmos os conhecimentos ao nivel molecular, e que
isso possa contribuir efetivamente com descobertas cientificas que resultem
na predicdo do comportamento clinico e no tratamento mais efetivo dos
pacientes com CaPe (CAMPOS et al. 2006; SOARES et al. 2006; MUNEER
et al. 2009; FICARRA et al. 2010; GOU et al. 2013). As proteinas de maior
interesse e possivel valor preditivo atualmente sao: p16, p53, periostina

(GUNIA et al. 2012a, b; 2013), EGFR e RASSF1A (GOU et al. 2013).
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ESTADIAMENTO

O estadiamento do CaPe é realizado utilizando-se a o TNM da Union

for Internactional Cancer Control (UICC) conforme ilustrado nos quadros 1 e

2 (BRIERLEY et al. 2017).

Quadro 1-TNM 2017

T - Tumor primario

TX Tumor primario n&o pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis | Carcinoma in situ

Ta | Carcinoma verrucoso nao invasivo,

T1 Tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial

Tla |sem invasao linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado) (Grau 1-2)
T1lb |com invaséo linfovascular ou pouco diferenciado/indiferenciado (Grau 3-4)
T2 Tumor invade o corpo esponjoso/corpo cavernoso

T3 | Tumor invade a uretra

T4 | Tumor invade outras estruturas adjacentes

N - Linfonodos regionais (Clinico e Patoldgico)

cNx | Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados

cNO | Sem linfonodos inguinais aumentados visiveis ou palpaveis

cN1 | Linfonodo inguinal palpavel mével unilateral

cN2 | Linfonodos inguinais palpaveis méveis multiplos ou bilaterais

cN3 | Massa de linfonodos inguinais fixa ou linfadenopatia pélvica, unilateral ou bilateral

pNx | pNX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

pNO | pNO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

pN1 | pN1 Metastase intranodal em um unico linfonodo inguinal

N2 pN2 Metastases em multiplos linfonodos inguinais ou em linfonodos inguinais
bilaterais

DN3 pN3 Metastases em linfonodo(s) pélvico(s), unilaterais ou bilaterais, ou extensao

extranodal de metastases em linfonodos regionais

M - Metastase a distancia

Mx | Metastases a distancia ndao pode ser avaliada
MO | Sem metastases a distancia
M1 | Metastases a distancia

Fonte: Adaptado de BRIERLEY et al. (2017).
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Estagio

Tis NO MO
Estagio O

Ta NO MO
Estagio | T1a NO MO

T1b NO MO
Estéagio Il T2 NO MO

T3 NO MO
Estagio llla T1-3 N1 MO
Estagio Illb T1-3 N2 MO

T4 Qualquer N MO
Estéagio IV Qualquer T N3 MO

Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Adaptado de BRIERLEY et al. (2017).

1.5 FATOS E PROBLEMAS RELEVANTES

As abordagens empregadas no tratamento do tumor primario
dependem da extensdo da doenga e tem como objetivos a melhora da
sobrevida, preservagdo do 6rgao e redugcdo da ocorréncia de morbidades
(LIMA et al. 2007). Tumores em estagio inicial e de crescimento superficial
podem ser tratados através de procedimentos mais conservadores que
envolvem ressecgao cirurgica da lesdo, radioterapia ou laser. Nos casos
avancados, a penectomia parcial ou total ainda se fazem necessarias,
acompanhadas de linfadenectomia (LONT et al. 2006; LIMA et al. 2007,
SALVIONI et al. 2009).

O principal fator prognostico no CaPe é a presenga ou nao de

acometimento linfonodal pela neoplasia. Em wuma série brasileira,
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frequentemente referenciada em outros trabalhos, LOPES et al. (1996)
descrevem estudo sobre 145 pacientes submetidos a amputacado do pénis e
linfadenectomia ilioinguinal bilateral dentre os quais 76 pacientes (52.4%)
apresentaram metastases linfonodais. Nesta série, os fatores que
contribuiram significativamente para a presengca de metastases linfonodais
foram: a embolizagcao linfatica, embolizacdo venosa, espessura do tumor
maior que 5 mm e a deteccgao clinica de linfonodos tumorais de localizagao
unilateral. Em outras séries, o estadio T e o grau de diferenciagao histolégica
tém se mostrado fatores importantes no risco de desenvolvimento de
metastases (CUBILLA et al. 2005). A presenca de alguns genes de HPV's
oncogénicos, embora presentes frequentemente nos tumores penianos, nao
sao fatores com significAncia estatistica para metastases linfonodais (VILLA
e LOPES 1986).

E fato reconhecido que o estadio clinico desses tumores & impreciso.
Aproximadamente 20% dos pacientes com linfonodos clinicamente negativos
tém metastases ocultas, e 50% daqueles com linfonodos inguinais palpaveis
nao tém histologia positiva para neoplasia quando operados (PIZZOCARO et
al. 1995). Esta imprecisdo diagnodstica tem grande importancia, pois o
principal problema a ser resolvido em pacientes portadores de carcinoma
peniano invasivo, €& saber quem deve ou ndo ser submetido a
linfadenectomia visto que tal procedimento representa uma morbidade
elevada. Um estudo com um total de 106 linfadenectomias realizadas em 53

pacientes obteve um alto percentual (58%) de complicagdes sendo as mais
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frequentes: seroma prolongado, necrose dos retalhos, linfedema, trombose
venosa profunda e 01 (um) ébito (THOMAS et al. 2002).

Neste contexto, novas modalidades prognésticas, e quica
terapéuticas, urgem para decisao de terapias adequadas para os pacientes
portadores de CaPe. Até o momento, a literatura a respeito dos aspectos
moleculares do CaPe é escassa. Inclusive marcadores frequentemente
alterados e amplamente estudados em carcinomas epidermédides de outros
sitios anatébmicos foram pouco avaliados nas neoplasias de pénis. Pouco se
sabe a respeito dos mecanismos biolégicos envolvidos na tumorigénese
dessa neoplasia. Ainda se fazem necessarios mais estudos visando a
identificacdo de marcadores moleculares de progndstico, uma vez que as
variaveis clinicas e anatomopatolégicas empregadas na determinagcéo do
prognoéstico sdo imprecisas € ndo permitem o delineamento adequado dos
pacientes, que muitas vezes sdo submetidos a procedimentos

desnecessarios e associados a muitas morbidades.

1.6 CONSIDERACOES SOBRE CICLO CELULAR E A

IMPORTANCIA DA ABORDAGEM MOLECULAR

O ciclo celular de células dos mamiferos € influenciado por
substancias que foram denominadas de fatores de crescimento. O primeiro
desses fatores descoberto foi um peptideo que estimula o crescimento de
nervos, mais especificamente produz uma hiperplasia de ganglios simpaticos

de embrides de galinha. Esse fator, denominado de fator de crescimento do
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nervo (NGF — Nerve Growth Factor), foi inicialmente extraido de culturas de
células de camundongo. Posteriormente, outros fatores peptidicos foram
descobertos, tais como o fator de crescimento epidérmico (EGF — Epidermal
Growth Factor), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF — Fibroblast
Growth Factor), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF —
Platelet Derived Growth Factor) e o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF — Insulin-like Growth Factor). A proliferacdo das células é
controlada pela concentracdo dos fatores de crescimento que agem
fundamentalmente em fases do ciclo celular (JUNQUEIRA e CARNEIRO
1995).

Tumores surgem quando os mecanismos normais de controle da
proliferagdo sao genética ou epigeneticamente alterados, comprometendo a
regulacado de vias de sinalizagdo. Diversas vias sao ativadas por exemplo
pela proteina Ras o que torna essa proteina constitutivamente ativa e muito
comum em um grande numero de canceres (DOWNWARD 2003),
contribuindo significativamente para varios aspectos do fendtipo maligno,
mas também conferindo vulnerabilidades especificas a essas células (SHAW
et al. 2011) e essas vulnerabilidades podem ser potenciais alvos
estratégicos de terapias anticancer.

Escolhemos a sinalizacdo iniciada por FGF/FGFR para ilustrar a
multiplicidade de vias ativadas e alguns dos eventos de inibigao/ativagéao
cruzada entre elas (cross-talks).

Os FGFs (do inglés “Fibroblast Growth Factor”, ou fatores de

crescimento de fibroblastos), formam uma familia de proteinas que
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receberam a nomenclatura baseada na origem de sua atividade bioldgica
promotora de proliferagao em fibroblastos em cultura (ORNITZ e ITOH 2011;
DRAPER et al. 2004). Os FGFRs (Fibroblast Growth Factor Receptors ou
receptores de fatores de crescimento de fibroblasto) sdo receptores
transmembranares. Em humanos quatro genes de FGFR (FGFR -1 a -4)
foram identificados (ITOH e ORNITZ 2004; BEENKEN e MOHAMMADI
2009; TURNER e GROSE 2010). Os FGFR-1 a 4 correspondem a
receptores do tipo tirosina-quinase (aproximadamente 800 aminoacidos)
localizados na membrana plasmatica. Destes receptores, os FGFR-1, FGFR-
2 e FGFR-3 podem sofrer arranjos transcricionais alternativos (alternative
splicing), possibilitando a formagdo de duas isoformas (b e c) que
apresentam diferentes graus de afinidade pelos diversos FGFs (ORNITZ et

al. 1996; ITOH e ORNITZ 2004) (Figura 2).
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Fonte: Adaptado de CHAVES et al. (2011).
Figura 2 - Estrutura do FGFR e isoformas (lllb e llic) geradas por splicing

alternativo dos transcritos do FGFR. A estrutura dos FGFRs ¢ ilustrada e inclui um
peptideo sinal (PS), trés dominios Ig (D1-D3), uma caixa acida, dominio transmembranar
(DT) e um dominio tirosina quinase. As duas formas sao geradas por splicing alternativos
dos exons 8 e 9. A porgédo C-terminal do dominio Il é codificado pelo exon 8 para gerar a
isoforma FGFR lllb, enquanto a porgdo C-terminal do dominio Ill é codificado pelo exon 9

para gerar a isoforma FGFR lllc.

O FGF se liga a receptores especificos (FGFR) presentes na
membrana celular, entre as regides D2 e D3, formando um complexo
ternario (2FGF- 2FGFR-HS). Subsequentemente tem-se ativagcdo do
receptor, através da autofosforilacdo cruzada dos residuos de tirosina
citoplasmaticos presentes no FGFR (MOHAMMADI et al 2005; KALININA et
al. 2009). Esses residuos fosforilados sao reconhecidos por SH-2 e outras
proteinas adaptadoras, como Grb2 e Shc. Grb 2 se liga a SOS, formando um
complexo que ativa o oncoproteina Ras (Ras-GDP - Ras-GTP), que
dispara uma cascata de sinalizagdo envolvendo Raf > MEK - ERK1/2. A
via de ativacdo de Ras € crucial para a proliferagdo induzida por FGF

(BOILLY et al. 2000).
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Outra via ativada por FGF é a de PLCy, que hidrolisa fosfatidilinositol,
formando IP3 (inositol 3-fosfato) e diacilglicerol, liberando ions Ca* e
ativando PKC (NUGENT e 10ZZ0O 2000) (Figura 3). A ativacdo das vias
Ras/ERK e de PI3K resultam na entrada das células na fase S do ciclo
celular (Figura 3).

Ainda pouco se conhece sobre a etiopatogenia molecular do CaPe. A
maioria dos trabalhos diz respeito a expressdo imunoistoquimica de
proteinas, com poucos casos e escassas informacgdes clinicas. Dada a
escassez de dados cientificamente sélidos no conhecimento do CaPe e,
principalmente, pela importancia que esta doenga devastadora tem no Brasil,
o presente projeto visa estabelecer um estudo com abordagens cientificas
atuais que possam contribuir efetivamente com descobertas cientificas que
resultem na predicdo do comportamento clinico e no tratamento mais efetivo

dos pacientes com CaPe.
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Figura 3 - Sinalizagdo mitogénica disparada por FGF/FGFR. O complexo formado por dois FGFs, duas cadeias de heparan-sulfato e
dois FGFRs aproxima estreitamente seus dominios tirosina quinase levando a transfosforilacdo de tirosinas da regido intracelular. FRS2 (FGFR
substrate 2) é fosforilada, criando novos sitios de ancoragem para outras proteinas adaptadoras, entre elas GRB2 (Growth factor Receptor Bound
protein 2), a qual recruta SOS (Son Of Sevenless), uma GEF responsavel pela ativagdo da via Ras/MAPK (em azul); A via PISBK/AKT ¢ ativada
mediante GAB1 (GRB2 Associated Binding protein 1), em vermelho. PLCy liga-se diretamente a uma fosfotirosina C-terminal de FGFR,

desencadeando a ativagcao de PKC (em verde).

24



25

1.7 ASPECTOS DA IMUNOLOGIA

1.7.1 Relembrando Conceitos

Sabemos que o sistema imune é composto por varias estruturas,
como os tecidos linféides (medula 6ssea, timo, linfonodos, bago) e células
livres no sangue (granulécitos, linfécitos e fagocitos), sendo, portanto, capaz
de responder aos agentes agressores de varias maneiras, ja que estes,
também, se apresentam de varias formas (JUNQUEIRA e CARNEIRO
1995). Existem dois tipos de respostas imunes: a resposta imune inata e
resposta imune adaptativa. Toda e qualquer resposta imune abrange o
reconhecimento e a eliminagdo do patogeno.

O sistema imune inato ja nasce pronto e funcional no hospedeiro e as
células que participam na resposta imune inata s&o os fagocitos, que
compreendem os mondcitos, macrofagos e neutréfilos. Os mecanismos
envolvidos aqui ndo sao especificos e nao tém memoria.

O sistema imune adaptativo, por sua vez, € altamente especifico para
0 agente infeccioso, memorizando-o e tornando-se cada vez mais eficiente a
cada encontro com o patdégeno. Ele desenvolve-se apds o nascimento do
hospedeiro e as células mais atuantes sdo os linfocitos que reconhecem
especificamente o agente agressor (ABBAS et al. 2000). Eles podem ser
agrupados em duas categorias: os linfocitos T (células T) e os linfécitos B
(células B). Os linfocitos B dispde um receptor especifico que reconhece seu
antigeno especifico e desencadeia a sua proliferagdo e diferenciacdo em

plasmaécitos que sédo as células que produzem os anticorpos. Ja os linfécitos
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T atuam liberando fatores soluveis (citocinas) que funcionam como sinais
para a ativacdo de outras células. Por possuirem funcbdes diversas sao
subdivididos em: Linfocitos T auxiliares (Ta) ativam outras células para
efetivar as respostas imunes; Linfocitos T citotoxicos (Tc), sao
importantes na destruicdo de células infectadas por virus ou outros parasitas
celulares, bem como células cancerosas e transplantadas; Linfocitos T
supressores (Ts) sdo responsaveis pela inibicado das células T auxiliares, T
citotoxicas, fagoécitos e producao de anticorpos, causando uma depressao no
sistema imune. As células T supressoras sdo importantes na inibicdo das
respostas imunes contra os antigenos proprios do hospedeiro, como
acontece nas doencas auto- imunes; Linfécitos T de memaoria que exercem
o papel de memorizar o agente patégeno para um posterior encontro (ROITT
et al. 2013).

Existem alguns tipos de interagdo entre os linfécitos e os fagdcitos
(ABBAS et al. 2000). Os macréfagos, por exemplo, sdo muito importantes na
apresentagao de antigenos para os linfécitos T. As células T sdo capazes de
reconhecer antigenos, porém estes devem ser originados na propria célula e
apresentados por moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade ou MHC (do inglés major histocompatibility complex)
como peptideos. O MHC é uma regiao genética que faz com que o sistema
imune diferencie o préprio do ndo-proprio. O MHC é unico para cada pessoa
e as moléculas de classe | estdo presentes em todas as células enquanto as
de classe Il tém distribuicdo mais restrita, limitando-se as células

apresentadoras de antigenos (JUNQUEIRA e CARNEIRO 1995; ROITT et
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al. 2013). Os linfécitos T cpa® interagem com moléculas de classe Il do

MHC enquanto os linfocitos T CD8" com moléculas de classe | do MHC
(ABBAS et al. 2000).

Existem uma série de moléculas importantes nas respostas imunes,
tais como as citocinas que enviam sinais para outras células para efetivar a
resposta imune. As citocinas se classificam em trés principais grupos: 0s
interferons (IFNs), que promovem resisténcia contra virus em células nao
infectadas; as interleucinas (ILs), que estdo envolvidas na divisao e
diferenciagao celular e os fatores estimuladores de coldénia (CSFs), que
sao responsaveis pelas divisdes e diferenciagcdes de células-tronco e células
progenitores de leucécitos. Além destas, existem outros tipos de citocinas,
como o fator de necrose tumoral (TNF) que é muito importante nas
respostas citotdxicas.

Além dos linfocitos existem outros tipos celulares citotoxicos, tais
como as células matadoras naturais ou NK (do inglés, natural killer) que
destroem as células alvo sem a necessidade de estas expressarem

moléculas do MHC, tanto de classe | quanto de classe II.

1.7.2 Antigenos Tumorais

A imunologia tumoral se baseia no fato de que as células tumorais
expressam antigenos que as distinguem das células normais. Esses
antigenos podem ser, de maneira didatica, divididos em 2 grupos: o0s
antigenos tumorais exclusivos ou tumor-especificos que sé estédo

presentes nas células tumorais. Neste grupo estdo todas as proteinas
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codificadas por genes mutados em tumores; e os antigenos associados a
tumores que podem ocorrer em algumas células normais, porém a
expressao quantitativa ou associada a outros marcadores serve para
identificar as células tumorais (ABBAS et al. 2000).

Os antigenos tumorais podem ser detectados por linfécitos T e por
anticorpos. Os reconhecidos pelos linfécitos T sdo considerados os
principais alvos da resposta imune protetora nos animais € no homem e, por
isso, sdo muito estudados nas pesquisas sobre imunologia dos tumores. As
moléculas de classe | do MHC expressam peptideos em todas as células
nucleadas, inclusive as tumorais. Mas, estas células tumorais expressam

proteinas mutadas ou que ndo sdo produzidas por uma célula normal

acarretando o reconhecimento destes antigenos pelos linfocitos T cDs8” do
hospedeiro. Desta maneira, as células tumorais agem como células
apresentadoras de antigenos (APCs), exibindo seus préprios antigenos as
células T.

Os antigenos tumorais em que ha uma grande especificidade da
resposta imune sao chamados de antigenos de transplante especificos de
tumor (ATETS).

Os antigenos oncofetais sdo antigenos de diferenciagdo presentes
durante o desenvolvimento fetal, mas que normalmente ndo sdo expressos
na vida adulta. Esses antigenos (como a alfa-fetoproteina, AFP e o antigeno
carcinoembrionario, CEA), no entanto, sdo expressos por células tumorais.
O CEA tem sua expressdo € intensificada nos carcinomas de célon,

pancreas e estbmago e a AFP tem niveis altos encontrados no soro de
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pacientes com carcinoma hepatocelular, tumores de células germinativas e

canceres gastricos e pancreaticos.

1.7.3 Checkpoint Imunoldégico

O termo Checkpoint imunologico é utilizado para um modulador do
sistema imunoldgico, que permite o inicio da resposta imune e previne o
aparecimento de autoimunidade. Exemplos de tal molécula séo Cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4 ou CD152), que é um receptor
inibitério encontrados em células do sistema imunolégico, que tem um papel
importante na regulagao, impedindo a ativagao de células T. Tumores tem os
checkpoints imunolégicos como importantes mecanismos de resisténcia
imune, particularmente contra as céluas T que sdo especificos para
antigenos tumordis. Portanto, a estratégia de utilizar checkpoints
imunoldgicos na terapia do cancer € para a inibir moléculas inibitérias do

sistema imunoldgico, dessa maneira, estimulando o sistema imunoldgico.

1.7.4 OPD-L1

ISHIDA et al. descobriram e descreveram em 1992 a PD-1 (do inglés,
programmed cell death), uma proteina de membrana tipo |, de 268
aminoacidos pertencente a uma familia de moléculas reguladoras de células
T, chamada CD28/B7, que funciona como uma molécula coestimulatéria
negativa, regulando processos de autoimunidade e infecgdo (SHARPE et al.

2007).



30

Dois anos mais tarde, SHINOHARA et al. (1994) descreveram que ela
€ codificada pelo gene PDCD1. Possui um dominio extracelular IgV, seguido
de uma regido transmembrana e uma cauda intracelular, a qual contém dois
sitios de fosforilagdo (BLANK et al. 2004; BLANK e MACKENSEN 2007).
Esta proteina € expressa na superficie de células T ativadas, células B e
macrofagos, o que sugere que ela é capaz de inibir a resposta imune celular
de maneira mais ampla (BLANK e MACKENSEN 2007).

Com a descoberta do ligantes da PD-1 no comego dos anos 2000,
PD-L1 (FREEMAN et al. 2000) e PD-L2 (LATCHMAN et al. 2001)
sedimentou-se o papel crucial desta proteina na regulagdo da resposta
imune. Sua expressao € geralmente vista nas células apresentadoras de
antigeno (APC) do sistema imune, incluindo linfécitos e células dendriticas e
pode estar hiperexpresso na superficie das células epiteliais de diversos
tumores sélidos.

A expressao das moléculas PD-1 e PD-L1 é regulada por uma rede
complexa de fatores. A expressao de PD-L1 em células T pode ser induzida
a nivel elevado por diversas citocinas, tais como a IL-2, IL-7, IL-5 e IL-21
(AUSTIN et al. 2014). A expressao de PD-L1 também é regulada por
diversas das citocinas pro-inflamatérias, particularmente  IFN-v,
representando um mecanismo adaptativo de resisténcia imunitaria exercida
pelas células tumorais em resposta a atividade antitumoral endégena
(FREEMAN et al. 2000; TAUBE et al. 2012). As Figuras 4 e 5 representam
0s mecanismos reguladores da expresséao de PD-1 e PD-L1

respectivamente.
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Fonte: AUSTIN et al. (2014).
Figura 4 - Mecanismos reguladores da expressao de PD-1.
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Fonte: AUSTIN et al. (2014).
Figura 5 - Mecanismos reguladores da expressao de PD-L1.



32

A sinalizacdo PD-L1/PD-1 foi descrita como elemento atenuante da
resposta imune a tumores, facilitando o desenvolvimento tumoral (JIN et al.
2011). Descobriu-se que ocorre uma menor ativagao de linfécitos T, ou seja,
uma diminuicdo da resposta imune (down regulation) quando a PD-1
presente em sua membrana celular se une aos seus ligantes PD-L1 e PD-
L2, presentes nas membranas de células tumorais ou apresentadoras de
antigenos, suprimindo a sinalizagdo das vias PI3K e AKT (CARTER et al.
2002). Desde entao a ideia de que o aumento da expressao de PD-L1 possa
ser um mecanismo de evasao do sistema imune do hospedeiro pelas células
tumorais tem sido alvo de diversos estudos.

Temos, entdo, que o PD-L1 e o PD-1 formam um sistema complexo
de receptores e ligantes envolvidos no controle da ativagéo de células T. Em
tecidos normais, PD-L1 é expresso em células T, células B, células
dendriticas, macréfagos, células-tronco mesenquimais, mastdcitos e outras
células nao-hematopoiéticas. PD-L1 também é expresso por tumores,
auxiliando os mesmos na evasao de sua deteccao e eliminacao pelo sistema
imune do hospedeiro.

Nos ultimos anos cresceu o entendimento do papel do sistema
imunoldgico na carcinogénese de varios tumores. Em 2004 THOMPSON et
al. analisaram 196 amostras tumorais de pacientes com carcinoma de
células renais e concluiram que os pacientes cujos tumores tinham alta
expressao de PD-L1 apresentaram risco 4,5 vezes maior de obito e tinham
doenga com comportamento mais agressivo. Em 2007 HAMANISHI et al.

descreveram que pacientes com cancer de ovario com expressao elevada
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de PD-L1 tiveram sobrevida significativamente menor do que aqueles com
baixa expressdo e uma redugdo da contagem de linfécitos T-CD8 (+),

sugerindo um papel supressor de células T-CD8 (+) exercido por PD-L1.

1.7.5 PD-L1 e Céncer de Pénis

Em relacdo a expressdo do PD-L1 no CaPe, pouco ainda tem sido
reportado. Entretanto, os resultados se mostram animadores. Em 2016 a
expressao de PD-L1 no carcinoma epiderméide do pénis foi relatada em trés
estudos: no primeiro, UDAGER et al. (2016) encontrou 23 dos 37 tumores
primarios (62,2%) positivos para a expressdao de PD-L1. Além disso, a
expressao de tumores primarios da PD-L1 foi forte correlagao positiva com a
histologia do tipo usual, metastase linfonodal regional e diminuicdo da
sobrevida especifica do cancer (UDAGER et al. 2016); no segundo,
OTTENHOF et al. (2017) avaliou a expressao de PD-L1 em 200 espécimes
de tumor de uma coorte europeia e obteve que a PD-L1 foi expressa em
96(48%) carcinomas penianos primarios; no terceiro, COCKS et al. (2017)
revelou, em uma coorte norte-americana, que 21(40%) dos 53 carcinomas
epidermdides do pénis tinham expressao PD-L1 positiva, que foi expressa
por uma proporgao significativa de cancer peniano avangado.

Em estudo publicado em 2017, GU et al. destacam que a frequente
superexpressao de PD-L1 nos carcinomas epidermoides de pénis avancado
alerta para uma potencial eficacia dos inibidores de PD-1 no tratamento

desta neoplasia.
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1.8 JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

Recentemente, as terapias alvo-especificas tém demonstrado
promissora atividade antitumoral em varios tipos de cancer. No entanto, é
essencial que ocorram pesquisas a fim de elucidar as vias moleculares
envolvidas na patogénese de CaPe (GOU et al. 2013). A identificagdo de
alvos moleculares, para a introdu¢do das terapias moleculares tais como os
anticorpos monoclonais e os inibidores de tirosina-quinase, pode melhorar o
progndéstico pobre e substituir quimioterapias sistémicas ndo direcionadas
por terapias alvo-especificas menos toxicas (HEIDENREICH et al. 2008). O
CaPe tem muitas semelhangas com outros carcinomas de células
escamosas (CCE), por exemplo, CEC de cabega e pescogo, esofagico e
colo do utero (PROTZEL e SPIESS 2013). A inflamacé&o crbnica parece ser
uma via importante de carcinogénese no CaPe e ele compartilha a ativagéo
de COX-2, PGE2 e EGFR com a maioria dos outros fenétipos de tumores
CCE (GOLIJANIN et al. 2004). Este fato cria oportunidades unicas para uma
melhor compreensao e tratamento do cancer peniano.

A fim de contribuir para decifrar o repertorio de alteracbes somaticas
do cancer peniano, propomos aqui uma abordagem visando demonstrar a
expressédo de PD-L1 em uma variedade de linhas de células tumorais e sua
associagao com prognostico e sobrevida.

O potencial desta abordagem também reside na possibilidade de
elucidar potenciais alvos de tratamento com terapias dirigidas as alteracdes

encontradas, sejam elas ja disponiveis, em desenvolvimento ou ainda por
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serem descobertas contribuindo para melhor compreensao da etiopatogenia
molecular e vias de controle do cancer peniano identificando os mecanismos
basicos de estabelecimento e progressao tumoral.

Frente ao exposto, reforca-se a importancia da avaliacdo da
expressao de PD-L1 em neoplasias humanas, especialmente CaPe, uma
vez que a deteccado dessa proteina funciona como biomarcador analitico de
resposta a terapia anti-PD-1.

Estes exemplos deixam claro que a identificacdo da ativagcdo de
oncogenes em pacientes portadores de carcinoma peniano abre novas
possibilidades de tratamento que, de acordo com a molécula alvo
identificada e a existéncia de droga especifica, permitem beneficiar os

pacientes em curto prazo de tempo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Estabelecer a frequéncia da expressao da proteina PD-L1 nas células

tumorais e nas células T nos CaPe.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIOS

o Caracterizar o perfil epidemiolégico e clinico-patolégico dos pacientes
com carcinoma de pénis do estudo;

o Correlacionar a expressao proteica do PD-L1 nas células tumorais,
células T, CD4 e CD8 com variaveis clinico-patolégicas e dados
epidemioldgicos coletados dos pacientes;

o Verificar o papel prognostico da expressao do PD-L1.
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3 MATERIAL E METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

O projeto em questdo trata-se de um estudo retrospectivo,
transversal, clinico-patologico e imunoistoquimico de CaPe em pacientes
tratados e em acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juacaba do
Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC).

Este estudo faz parte do projeto ancora “Perfil clinico-patoldgico,
molecular e viral do cancer de pénis em pacientes atendidos em um Centro
de referéncia em oncologia do Nordeste brasileiro”, cujo pesquisador
responsavel é o Prof. Dr. Marcos Venicio Alves Lima.

Foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa do Instituto do Cancer
do Ceara em 19/01/2018 (Anexo 1).

Numero do Parecer - Plataforma Brasil: 2.470.147

CAAE - 18242113.0.0000.5528

3.2 POPULACAO E AMOSTRA DO ESTUDO

Foram incluidas e analisadas no estudo pecas cirurgicas devidamente

identificadas de pacientes portadores de carcinoma epiderméide de pénis

que realizaram tratamento cirurgico do tumor primario no Hospital Haroldo
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Juagaba submetidos, ou néo, a linfadenectomia regional, uni ou bilateral, no
periodo de 2002 a 2014.

Dados demograficos, clinicos e anatomopatoldgicos além de dados
referentes ao tratamento foram coletados em fichas (em anexo) a partir de

revisao de prontuarios.

3.3 LOCAL E PERIODO

O estudo foi realizado em dois locais: a coleta de dados nos
prontuarios foi realizada nas dependéncias da Escola Cearense de
Oncologia (ECO) e a analise imunoistoquimica no Laboratorio de Anatomia
patolégica da Rede D’Or. O periodo de coleta de dados foi 01 de margo de

2015 a dezembro de 2017.

3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE E PROCEDIMENTOS PARA

SELECAO DOS PACIENTES

Todos os pacientes com tumor de pénis acompanhados no Servigo de
Urologia do HHJ/ICC no periodo da pesquisa foram considerados um caso
dentro da casuistica.

Foram considerados critérios de inclusdo para o estudo
imunoistoquimico: pacientes com diagnostico de carcinoma do pénis,
submetidos a tratamento cirdrgico do tumor primario e a linfadenectomia

regional, uni ou bilateral em qualquer momento do seu seguimento;
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pacientes sem linfadenectomia com seguimento adequado por pelo menos 5
anos (dado ja evidenciado na literatura com tempo adequado para assegurar
a nao existéncia de metastases); presengca de material, arquivado e
identificado, suficiente para novos cortes histolégicos e estudo
imunoistoquimico sem que haja prejuizo do material restante ou
esgotamento do bloco de parafina que compunham o exame do paciente.

Os critérios de exclusdo para analise biomolecular e imunoistoquimica
foram: ndo localizacdo dos blocos de parafina, auséncia de
representatividade do tumor no bloco de parafina. Também foram excluidos
os pacientes em que nao haviam informacdes suficientemente
documentadas nos prontuarios para coleta dos dados clinico-

epidemioldgicos.

3.5 INSTRUMENTO

Utilizou-se, para a coleta de dados, formulario construidos pelos
pesquisadores, constituido por uma série ordenada de questdes
estruturadas (Anexo 1).

Os dados foram obtidos a partir dos prontuarios dos pacientes na
instituicdo onde foi realizado o acompanhamento ambulatorial ou hospitalar
e levantamento de cadastros no Registro de Cancer de Base Populacional
(RCBP) do Ceara, em conformidade com a Classificagdo Internacional de

Doencgas para Oncologia (CID-O). Ratifico que o estudo foi aprovado pelo
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Comité de Etica e Pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara — ICC, dando

liberdade ao pesquisador ter acesso aos dados.

3.6 DESCRICAO DAS VARIAVEIS ESTUDADAS

3.6.1 Idade
Distribuiu-se em duas classes: os que tinham idade menor ou igual a

média do grupo e os com idade maior que a média do grupo.

3.6.2 Procedéncia
Distribuiu-se em duas classes: os que residiam na Capital e os

oriundos do interior do Estado.

3.6.3 Etnia

Coletou-se, conforme formulario, a distribuigdo em quatro grupos:
brancos, negros, pardos e indigenas. No entanto para a descrigdo agrupou-
se em duas categorias: brancos e nao-brancos. Aqueles em que nao se
pdde obter tal informag¢ao do prontuario médico foram classificados no grupo

“nao referido”.

3.6.4 Fimose
Os pacientes foram devidamente alocados em dois grupos de acordo

com a presenga ou auséncia de fimose ja a admiss&o. Aqueles em que nao
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se pbéde obter tal informagdao do prontuario médico foram classificados no

grupo “nao referido”

3.6.5 Estado Civil
Os pacientes foram devidamente alocados em cinco grupos: solteiro,
casado, separado, viuvo e outros. Aqueles em que nao se pode obter tal

informacgéo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao referido”.

3.6.6 Tipo De Cirurgia

Os pacientes foram devidamente alocados em seis grupos de acordo
com o tipo de cirurgia realizada: amputagdo parcial, amputagao total,
exérese da lesao, postectomia ampliada, emasculacao e outras. Aqueles em
que nao se pbdde obter tal informacdo do prontuario médico foram

classificados no grupo “nao referido”.

3.6.7 Estadiamento

Os pacientes foram devidamente estadiados em: pT1, pT2, pT3, pT4,
pNO, pN1, pN2, pN3, MO e M1 de acordo com a normatizagao da Union for
Internactional Cancer Control (UICC). Aqueles em que nao se pdde obter tal

informacgéo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao referido”.

3.6.8 Esvaziamento Linfonodal
Os pacientes foram devidamente alocados em seis grupos de acordo

com a abordagem linfonodal: ndo realizada, inguinal, inguino-iliaco, linfonodo
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sentinela, pélvica e pélvica extendida. Aqueles em que nao se pbde obter tal

informacgéo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao referido”.

3.6.9 Localizacdo Do Tumor

Os pacientes foram devidamente alocados em cinco grupos de acordo
com a localizacdo do tumor em: glande, base, haste, prepucio e sulco
balanoprepucial. Aqueles em que nao se pdde obter tal informagao do

prontuario médico foram classificados no grupo “nao referido”.

3.6.10 Tamanho do Tumor
Os pacientes foram devidamente alocados em trés grupos: até 1 cm,
de 1,01cm a 5 cm e maior que 5 cm. Aqueles em que nao se pdde obter tal

informacgéo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao referido”.

3.6.11 Diferenciacao Histoldgica

Os pacientes foram devidamente alocados em sete grupos de acordo
com a classificagao histolégica: usual, basalodide, condilomatoso, Verrucoso,
papilifero, sarcomatoide e pseudohiperplasico. Aqueles em que nao se péde
obter tal informagéo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao

referido”.

3.6.12 Grau Histoldgico
Os pacientes foram devidamente alocados em trés grupos de acordo

com o grau histolégico do tumor em: bem diferenciado, moderadamente
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diferenciado e pouco diferenciado. Aqueles em que nao se pbéde obter tal

informacgéo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao referido”.

3.6.13Invaséo Vascular

Os pacientes foram devidamente alocados em dois grupos de acordo
com a presenca ou auséncia de invasao vascular. Aqueles em que nao se
pdde obter tal informagao do prontuario médico foram classificados no grupo

“nao referido”.

3.6.14 Invasé&o Uretra

Os pacientes foram devidamente alocados em dois grupos de acordo
com a presencga ou auséncia de invasao da uretra. Aqueles em que nao se
pbdde obter tal informagao do prontuario médico foram classificados no grupo

“nao referido”.

3.6.15Invaséo Neural

Os pacientes foram devidamente alocados em dois grupos de acordo
com a presencga ou auséncia de invasao neural. Aqueles em que nao se
pdde obter tal informagao do prontuario médico foram classificados no grupo

“nao referido”.

3.6.16 Invasdo de Orgdos Adjacentes
Os pacientes foram devidamente alocados em dois grupos de acordo

com a presenga ou auséncia de invasdo a 6rgaos adjacentes. Aqueles em
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que nao se poOde obter tal informacdo do prontuario médico foram

classificados no grupo “nao referido”.

3.6.17 Recidiva

Os pacientes foram devidamente alocados em dois grupos de acordo
com a presenca ou auséncia de recidiva. Aqueles em que nao se pbéde obter
tal informagdo do prontuario médico foram classificados no grupo “nao

referido”.

3.6.18 Estado Final

Quanto ao “status” final dos pacientes agrupamo-los em trés
categorias: vivos sem doencga (VSD); vivos com doenga (VCD) e pacientes
em situacdo de obito. Aqueles em que nao se pode obter tal informacao do

prontuario médico foram classificados no grupo “perdidos de vista”.

3.6.19 Expressao da Proteina PD-L1 nas Células Tumorais

Quanto a expressdo de PD-L1 nas células tumorais, foram
considerados POSITIVOS os casos em que houve mais de 10% de
marcagdes na imunoistoquimica. Os casos em que nao houve marcagao
foram considerados NEGATIVOS e os nos quais ndo se pode fazer tal

avaliagao foram considerados INCONCLUSIVOS.
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3.6.20Expressdo da Proteina PD-L1 nas Células Inflamatérias
Infiltrantes do Tumor (TILS)

Quanto a expressao de PD-L1 nas células inflamatdrias infiltrantes do
tumor, foram considerados +(POSITIVOS UMA CRUZ), os casos em que
houve menos de 5% de células marcadas; ++(POSITIVOS DUAS CRUZES),
0s casos com mais de 5% de marcagdes na imunoistoquimica. Os casos em
que nao houve marcacgao foram considerados NEGATIVOS e os nos quais

nao se pode fazer tal avaliagdo foram considerados INCONCLUSIVOS.

3.6.21 Expressao da Proteina PD-L1 em CD4

Quanto a expressao de PD-L1 nas células CD4, foram considerados
+(POSITIVOS UMA CRUZ), os casos em que houve menos de 5% de
células marcadas; ++(POSITIVOS DUAS CRUZES), os casos com mais de
5% de marcagbes na imunoistoquimica. Os casos em que nao houve
marcacao foram considerados NEGATIVOS e os nos quais ndo se pode

fazer tal avaliacdo foram considerados INCONCLUSIVOS.

3.6.22 Expressdao da Proteina PD-L1 em CD8

Quanto a expressao de PD-L1 nas células CD8, foram considerados
+(POSITIVOS UMA CRUZ), os casos em que houve menos de 5% de
células marcadas; ++(POSITIVOS DUAS CRUZES), os casos com mais de
5% de marcagbes na imunoistoquimica. Os casos em que nao houve
marcacao foram considerados NEGATIVOS e os nos quais ndo se pode

fazer tal avaliacao foram considerados INCONCLUSIVOS.
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3.7 CONSTRUCAO DO TMA

Apods a provagao do CEP para inicio da pesquisa os blocos de tumor
foram devidamente separados para o estudo. O Tissue microarray (TMA) é
um método de preparagcdo de um novo bloco de parafina, e consiste em
retirar parte de um tecido que foi preparado em um bloco de parafina
convencional (bloco doador) e coloca-lo em um novo bloco (bloco receptor).
Esse processo nos permite colocar amostras de varios doadores em uma
unica lamina, com isso torna-se possivel corar os preparos uniformemente
com meétodos imunoistoquimicos sendo util por permitir a analise de um
grande numero de amostras rapidamente. Assim sendo, cilindros de 1,0 mm
da area tumoral foram transferidos em duplicata para o bloco receptor com
posicdo bidimensional separados por espacos de 0,2 mm, determinados e
gravados pelo equipamento. Deste novo bloco, foram obtidos cortes
histolégicos realizados com micrétomo manual e transferidos para laminas

eletricamente carregadas.
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Figura 6 - Foto do Aparelho de TMA utilizado no nosso estudo. Modelo: MTA-I.

Marca: Beecher Instruments.

Toda a metodologia para construcdo dos blocos foi realizada nas
dependéncias do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital Sao

Luiz da Rede D’Or sede Jabaquara em Sao Paulo.

3.8 CARACTERIZACAO IMUNOISTOQUIMICA

O anticorpo monoclonal 22C3 (DAKO) é destinado a uso laboratorial
para deteccdo imuno-histoquimica da proteina PD-L1 em tecido fixado em
formalina e incluido em parafina (bloco de parafina); para a detec¢cado de CD4

foi utilizado o anticorpo SP35 (Roche) e para CD8 o anticorpo SP57 (Roche).
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Cortes histologicos dos blocos parafina foram submetidos a analise por
imuno-histoquimica utilizando a plataforma de imunocoloragao automatizada
VENTANA BenchMark ULTRA seguindo-se estritamente o protocolo do
fabricante, acompanhado pelo kit de deteccdo VENTANA OptiView DAB IHC
e outros acessorios.

A interpretacao foi realizada exclusivamente pelo Prof. Dr. Fernando
Augusto Soares, patologista qualificado, em conjunto com o exame
histopatolégico, informacgdes clinicas relevantes e controles apropriados.

Esse anticorpo produz coloracdo de membrana completa ou
basolateral de qualquer intensidade. Uma segunda lamina foi corada com Ig
de controle negativo monoclonal de coelho, auxiliando na avaliacao da
coloragao de fundo.

O resultado da expressao de PD-L1 foi determinado pela
porcentagem de células tumorais (TC) com imunocoloragdo de membrana
(completa ou basolateral) de qualquer intensidade e/ou pela porcentagem de
células imunes associadas ao tumor (IC) com imunocoloracdo de qualquer

intensidade.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As informacdes foram digitadas em planilhas eletrénicas no software

MICROSOFT EXCEL® para Mac versao 16.20 2018 para criagao do banco

de dados do estudo. Os dados foram tabulados, armazenados e
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processados através do programa estatistico Statistical Package for the
Social Science (SPSS®) Versao 22.0 para Windows.

Analises descritivas dos dados foram realizadas utilizando-se
frequéncias absolutas e relativas, médias e/ou medianas. Para analise das
variaveis independentes foi utilizado o teste de associacdo do qui-quadrado.
Quando alguma casela apresentou valor esperado menor ou igual a cinco,
utilizou-se o teste exato de Fisher. Assumiu-se um nivel de significancia de
5% para em todas as analises estatisticas. Quando variaveis apresentaram
associagao significante com PDL1, CD4, CD8 e perfil inflamatorio, elas
foram inseridas em modelo de regressao logistica multinomial (analise
multivariada), sendo expressas suas odds ratio ajustadas e respectivos
intervalos de confianca 95%.

Para avaliar a sobrevida dos pacientes diagnosticados com cancer de
pénis, fez-se uso da curva de Kaplan-Meier. A sobrevida global foi calculada
a partir da data do inicio do tratamento até a ultima consulta ou data do
obito. A influéncia das variaveis na sobrevida foi analisada utilizando-se o

teste “Log-Rank”.
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4 RESULTADOS

Os pacientes com neoplasia de pénis atendidos no ICC no periodo
considerado desta pesquisa totalizaram 116, entretanto com 32 destes nao
foi possivel construir o TMA e nem fazer imunoistoquimica devido ao
cumprimento dos critérios de permanéncia, tendo eles sido excluidos do

estudo. Nossa amostra contou, entdo, com 84 pacientes.

4.1 DESCRICAO DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E CLINICAS

4.1.1 Distribuicdo quanto a ldade

A média de idade dentre os pacientes incluidos no estudo foi de 67,6
anos, sendo o paciente mais jovem com 35 anos e o mais velho com 104
anos. Cerca de 51,2% dos pacientes apresentaram-se com idade menor ou

igual a média. A Figura 7 representa o histograma com a curva normal.
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Figura 7 - Histograma das idades dos pacientes com cancer de pénis
tratados e em acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juacaba do
Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a
dezembro de 2014.

4.1.2 Distribuicdo quanto a Procedéncia
Mais de 65% dos pacientes foram provenientes de cidades do interior

do Estado do Ceara (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a procedéncia.

Procedéncia Frequéncia Percentual
Capital 29 34,5
Interior 55 65,5

Total 84 100,0
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4.1.3 Distribuicdo quanto ao Estado Civil
Quanto ao estado civil 68,7% dos pacientes afirmaram ser casados

com vinculo afetivo fixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto ao estado civil.

Estado civil Frequéncia Percentual
Solteiro 9 10,7
Casado 57 68,7
Divorciado 5 6,0

Outros 4 3,8

Viavo 9 10,8

Total 84 100,0

4.1.4 Distribuicdo quanto a Etnia
Em relagdo a etnia, a maioria dos pacientes (72,6%) foi agrupada

como “ndo-brancos” (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juacaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a etnia.

Etnia Frequéncia Percentual
Branco 22 26,2
N&o-Branco 61 72,6

Nao referido 1 1,2

Total 84 100,0
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4.1.5 Distribuicdo quanto ao tipo de Cirurgia
Mais de 82% dos pacientes foram submetidos a amputagao parcial e

apenas 2,4% necessitaram de emasculacéo (Figura 8).
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Figura 8 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juacaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro

de 2014, quanto ao tipo de cirurgia realizada.

4.1.6 Distribuicdo quanto ao Esvaziamento Linfonodal
Em cerca de 38,1% dos pacientes foi realizado esvaziamento
linfonodal, dos quais 15,5% inguinal e 22,6% inguino-iliaco. Em cerca de

4,8% foi realizada pesquisa de linfonodo sentinela (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a realizagado de esvaziamento linfonodal.

Esvaziamento Linfonodal Frequéncia Percentual
Nao 45 53,6
Inguinal 13 15,5
inguino-iliaco 19 22,6
Linfonodo sentinela 4 4,8

Nao referido 3 3,6

Total 84 100,0

4.1.7 Distribuicdo quanto a Localizacdo do Tumor
A localizagdo mais comum foi a glande (88,1%), seguida pelo

prepucio (27,4%) e o sulco balanoprepucial (26,2%) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a localizagao do tumor.

Localizagdo do Tumor Frequéncia Percentual
Glande
Néo 9 10,7
Sim 74 88,1
Né&o referido 1 1,2
Total 84 100,0
Base
Néo 81 96,4
Sim 2 24
Nao referido 1 1,2
Total 84 100,0
Haste
Nao 78 92,9
Sim 5 6,0
Nao referido 1 1,2
Total 84 100,0
Prepucio
Nao 60 71,4
Sim 23 27,4
N&o referido 1 1,2
Total 84 100,0

Sulco balanoprepucial

Nao 61 72,6
Sim 22 26,2
Nao referido 1 1,2
Total 84 100,0

4.1.8 Distribuicdo quanto ao Tamanho do Tumor
Quanto ao tamanho, a maioria absoluta dos tumores (72,6%) estava

entre 1,01cm e 5,0cm (Tabela 6).
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Tabela 6 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto ao tamanho do tumor.

Tamanho do tumor Frequéncia Percentual
Até 1,0cm 4 4,8
1,01lcma 5,0 cm 61 72,6

Maior que 5,0 cm 15 17,9

N&o referido 4 4,7

Total 84 100,0

4.1.9 Distribuicdo quanto ao Estadiamento Patolégico - pT

Quanto ao estadiamento patolégico dos tumores 26 pacientes se
apresentaram como pT1 (31%); 33 como pT2 (39,3%); 21 como pT3 (25%) e
1 como pT4 (1,2%). Em 3 prontuarios tal informagc&o ndo foi encontrada

(Figura 9).
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Figura 9 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro

de 2014, quanto ao estadio patoldgico.
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4.1.10 Distribuicdo quanto ao Estadiamento Patoldgico - pN
Dentre os pacientes nos quais foi avaliado o acometimento linfonodal
19% nao apresentaram neoplasia (estadio pNO), 4,8% eram pN1 e 16,7%

pN3 (Figura 10).
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Figura 10 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro

de 2014, quanto ao envolvimento linfonodal.

4.1.11 Distribuicdo quanto a Diferenciagcao Histolégica
Com relagdo a diferenciagcdo dos carcinomas epidermoéides
estudados, o subtipo histolégico usual foi o mais frequente (67,9%) seguido

pelo condilomatoso (17,9%) (Figura 11).
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Figura 11 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro

de 2014, quanto a diferenciagao histoldgica.

4.1.12 Distribuicdo quanto ao Grau Histoldgico
Quanto ao grau de diferenciagdo da neoplasia, 61,9% dos tumores

mostrou-se com grau histologico moderadamente diferenciado (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto ao grau histoldgico.

Grau de Diferenciacéao Frequéncia Percentual
Bem diferenciado 27 32,1
Moderadamente diferenciado 52 61,9
Pouco diferenciado 5 6,0

Total 84 100,0
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4.1.13 Distribuicdo quanto a Presenca de Invasao Vascular

Em cerca de 58,3% dos tumores ndo houve invasao vascular (Tabela

Tabela 8 - Distribuicao dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a invasao vascular.

Invasao Vascular Frequéncia Percentual
Nao 49 58,3

Sim 34 40,5

Nao referido 1 1,2

Total 84 100,0

4.1.14 Distribuicdo quanto & Presenca de Invasédo da Uretra

Dentre os tumores analisados 14,3% invadiam a uretra (Tabela 9).

Tabela 9 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Céncer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a invasao da uretra.

Invasao da Uretra Frequéncia Percentual
Nao 44 52,4

Sim 12 14,3

Nao referido 28 33,3

Total 84 100,0

4.1.15 Distribuicdo quanto & Presenca de Invaséo Neural

Em 36,9% dos casos houve invaséo neural (Tabela 10).
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Tabela 10 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a invasao neural.

Invasao Neural Frequéncia Percentual
Nao 53 63,1

Sim 31 36,9

Total 84 100,0

4.1.16 Distribuicdo quanto & Presenca de Invasdo em Orgéos
Adjacentes

Mais de 65% nao invadiam 6rgaos adjacentes (Tabela 11).

Tabela 11 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a invasdo de 6rgaos adjacentes.

Invasdo de Orgdos Adjacentes Frequéncia Percentual
Nao 55 65,5

Sim 1 1,2

Nao referido 28 33,3

Total 84 100,0

4.1.17 Distribuicdo quanto & Presenca de Recidiva
Cerca de 73,8% dos pacientes nao tiveram recidiva do tumor (Tabela

12).
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Tabela 12 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a recidiva do tumor.

Recidiva Frequéncia Percentual
Nao 62 73,8

Sim 18 21,4

N&o referido 4 4.8

Total 84 100,0

4.1.18 Distribuicdo quanto ao Status Final
Mais de 64% dos pacientes estavam vivos e livre da doenga ao final
deste seguimento e pouco mais de 4% evoluiram para 6bito. Cerca de 15%

dos pacientes perderam o seguimento (Figura 12).

B0=

407

Porcentagem

20—

[15.48%

T
vivo sem doenga vivo com doenga morto

Figura 12 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro

de 2014, quanto ao status final.



62

4.2 DESCRICAO DOS DADOS DA IMUNOISTOQUIMICA

4.2.1 Expressao de PD-L1 nas células tumorais
Mais de 22% foram positivos para a expressao de PD-L1 (Tabela 13 e

Figura 13).

Tabela 13 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a expressao de PD-L1 nas células tumorais.

Expressado PD-L1 nas células tumorais Frequéncia Porcentagem
Inconclusivo 7 8,3

Negativo 58 69,0

Positivo 19 22,6

Total 84 100,0

4.2.2 Expressao de PD-L1 nas Células Inflamatérias
Em mais de 52% houve expressao de PD-L1 em células inflamatérias
infiltrantes de tumor, sendo que em 36,9% houve menos de 5% das células

marcadas e em 15,5% mais de 5% (Tabela 14 e Figura 14).

Tabela 14 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a expressado de PD-L1 nas Células Inflamatdrias Infiltrantes
de Tumor.

Expressédo de PD-L1 nas Células Inflamatorias Frequéncia Porcentagem
Menos 5% 31 36,9

Mais de 5% 13 15,5
Inconclusivo 8 9,5

Negativo 32 38,1

Total 84 100,0
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4.2.3 Expresséo de PD-L1 nas células CD4
Em mais de 56% houve expressédo de PD-L1 em CD4, sendo que em
28,6% houve menos de 5% das células marcadas e em 27,4% mais de 5%

(Tabela 15 e Figura 15).

Tabela 15 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a expressao de PD-L1 nas células CD4.

Expressao de PD-L1 nas células CD4 Frequéncia Porcentagem
Menos 5% 24 28,6

Mais de 5% 23 27,4
Inconclusivo 8 9,5

Negativo 29 34,5

Total 84 100,0

4.2.4 Expresséo de PD-L1 nas células CD8
Em mais de 70% houve expressao de CD8, sendo que em 28,6%
houve menos de 5% das células marcadas e em 41,7% mais de 5% (Tabela

16 e Figura 16).

Tabela 16 - Distribuicdo dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juacaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014, quanto a expressao de PD-L1 nas células CD8.

Expressao de PD-L1 nas células CD8 Frequéncia Porcentagem
Menos 5% 24 28,6

Mais de 5% 35 41,7
Inconclusivo 7 8,3

Negativo 18 21,4

Total 84 100,0




Figura 14 - Expressao de PD-L1 em células inflamatérias.
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Figura 16 - Expresséao de PD-L1 em células CD8.
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4.3 ANALISES ESTATISTICAS

4.3.1 Analise Univariada

A Tabela 17 mostra a influéncia da expressao da variavel dependente
“‘expressao de PD-L1 em células tumorais” sobre as demais variaveis. Houve
significancia estatistica para a associagcédo entre a expressdo de PD-L1 em
células tumorais com expressdao de PD-L1 em Células Inflamatérias

(p=0,000), CD4 (p=0,001), CD8 (p=0,012) e estadio pT (p=0,02).

Tabela 17 - Associagcao entre a expressao de PD-L1 em células tumorais e
variaveis clinico-patolégicas dos pacientes com cancer de pénis tratados e
em acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juacaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.

Expressdo de PD-L1 em Células

tumorais P-Valor
Negativo Positivo
Expresséo de PD-L1 em Células Inflamatérias
Negativo 31 1
Menos 5% 26 5 0,000
Mais 5% 0 13
Expresséo de PD-L1 em CD4
Negativo 27 2
Menos 5% 19 5 0,001
Mais 5% 11 12
Expresséo de PD-L1 em CD8
Negativo 17 1
Menos 5% 20 4 0,012
Mais 5% 21 14
IDADE
Menor ou Igual a média 29 10 0,842
Acima da média 29 9
Etnia
Branco 12 8 0,071
N&o-Branco 45 11
Estadio T
pT1 22 2 0,02
pT2/3/4 34 17
Acometimento Linfonodal
LN- 43 14 0,931

LN+ 13 4
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Cont/ Tabela 17

Expressdo de PD-L1 em Células

tumorais P-Valor
Negativo Positivo
TAMANHO TUMOR
Até 5cm 48 13 0,095
>5 cm 8
Grau Histolégico
Bem diferenciado 20 5 0274
Moderadamente diferenciado 33 14 ’
Pouco diferenciado 5 0
Diferenciagao Histoldgica
Usual 40 11 0,324
Outros 17 8
Invasao Vascular
Nao 31 12 0,504
Sim 26 7
Invasao Neural
Nao 34 12 0,726
Sim 24 7
Invasédo Uretra
Nao 31 8 0,096
Sim 6 5
Recidiva Tumor
Nao 41 14 0,845
Sim 13 5
Status Final
Vivo 46 15 0,973
Obito 12 4

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson
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Tabela 18 - Associagdo entre a expressdao de PD-L1 em Células
Inflamatodrias e variaveis clinico-patolégicas dos pacientes com cancer de
pénis tratados e em acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo
Juacaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre
janeiro de 2002 a dezembro de 2014.

Expresséo PD-L1 em Células Inflamatérias  p-

Negativo Positivo Valor
Expresséo de PD-L1 CD4
Negativo 19 10
Menos 5% 8 16 0.004
Mais 5% 5 18
Expresséo de PD-L1 CD8
Negativo 15 2
Menos 5% 12 12 0,000
Mais 5% 5 30
IDADE
Menor ou Igual a média 16 23 0,845
Acima da média 16 21
Etnia
Branco 7 13 0,502
Nao-Branco 24 31
Estadio T
pT1 16 7 0,001
pT2/3/4 14 37
Acometimento Linfonodal
LN- 27 29 0,071
LN+ 4 13
TAMANHO TUMOR
Até 5cm 27 34 0,371
>5cm 4 9
Grau Histologico
Bem diferenciado 15 10 0039
Moderadamente diferenciado 14 32 '
Pouco diferenciado 3 2
Diferenciagédo Histol6gica
Usual 17 34 0,04
Qutros 14 10
Invasao Vascular
Nao 20 22 0,212
Sim 11 22
Invasao Neural
Nao 23 22 0,055
Sim 9 22
Invasado Uretra
Nao 14 25 0,977
Sim 4 7
Recidiva Tumor
Nao 24 30 0,408
Sim 6 12
Status Final
Vivo 25 35 0,881
Obito 7 9

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson
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A Tabela 18 acima mostra a influéncia da expressdao da variavel
dependente “expressao de PD-L1 em células inflamatérias” sobre as demais
variaveis. Para esta analise agrupamos a variavel dependente em dois
grupos (positivo e negativo). Houve significancia estatistica para a
associacido entre a expressao de PD-L1 em Células Inflamatérias com de
PD-L1 em CD4 (p=0,004), CD8 (p=0,000), estadio pT (p=0,001), grau
histolégico (p=0,03) e diferenciagao histologica (p=0,04).

A Tabela 19 abaixo mostra a influéncia da expressdo da variavel
dependente Expressado de PD-L1 em CD4 sobre as demais variaveis. Houve
significAncia estatistica para a associagcédo entre a expressdo de PD-L1 em

CD4 com CD8 (p=0,000) e grau histoldgico (p=0,013).

Tabela 19 - Associacao entre a expressao de PD-L1 em CD4 e variaveis
clinico-patolégicas dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.

Expressédo de PD-L1 em CD4

- — p-Valor
Negativo Positivo
Expresséo de PD-L1 em CD8
Negativo 14 3
0,00000

Menos 5% 7 17
Mais 5% 8 27
IDADE
Menor ou Igual a média 14 25 0,677
Acima da média 15 22
Etnia
Branco 4 16 0,061
Nao-Branco 24 31
Estadio T
pT1 10 13 0,401
pT2/3/4 17 34
Acometimento Linfonodal
LN- 19 37 0,066

LN+ 10 7




Cont/ Tabela 19
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Expressédo de PD-L1 em CD4

- — p-Valor

Negativo Positivo
TAMANHO TUMOR
Até 5 cm 24 37 0,563
>5cm 4 9
Grau Histolégico
Bem diferenciado 8 17 0.013
Moderadamente diferenciado 16 30 '
Pouco diferenciado 5 0
Diferenciagdo Histologica
Usual 19 32 0,984
Outros 9 15
Invasao Vascular
Nao 13 29 0,197
Sim 15 18
Invasao Neural
Nao 17 28 0,934
Sim 12 19
Invasado Uretra
Nao 17 22 0,52
Sim 6 5
Recidiva Tumor
Nao 20 34 0,888
Sim 7 11
Status Final
Vivo 22 38 0,604
Obito 7 9

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson

A Tabela 20 mostra a influéncia da expressao da variavel dependente

“‘expressao de PD-L1 em CD8”

sobre as demais variaveis. Houve

significancia estatistica para a associagao entre a expressao de PD-L1 CD8

com estadio pT (p=0,019) e diferenciagao histolégica (p=0,046).
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Tabela 20 - Associacao entre a expressao de PD-L1 em CD8 e variaveis
clinico-patolégicas dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro

de 2014
Expresséo de PD-L1 em CD8 p-Valor
Negativo Positivo
IDADE
Menor ou Igual a média 7 32 0,254
Acima da média 11 27
Etnia
Branco 5 15 0,872
Nao-Branco 13 43
Estadio T
pT1 9 15 0,019
pT2/3/4 7 44
Acometimento Linfonodal
LN- 14 43 0,931
LN+ 4 13
TAMANHO TUMOR
Até 5 cm 13 48 0,558
>5cm 4 10
Grau Histolégico
Bem diferenciado 7 18
Moderadamente diferenciado 9 38 0,463
Pouco diferenciado 2 3
Diferenciagao Histoldgica
Usual 8 43 0,046
Outros 9 16
Invasao Vascular
Nao 9 34 0,731
Sim 8 25
Invasao Neural
Nao 12 34 0,494
Sim 6 25
Invasdo Uretra
Nao 10 29 0,913
Sim 3 8
Recidiva Tumor
Nao 15 40 0,159
Sim 2 16
Status Final
Vivo 14 47 0,863
Obito 4 12

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson
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4.3.2 Analise Multivariada

As variaveis com associagao significante a imonuexpressdo de PDL1
foram inseridas em modelo de regressao logistica multinomial (analise
multivariada), verificando-se que apenas a presencga da expressao de PD-L1
em células inflamatorias associou-se 11,29 (1IC95% = 1,25 — 102,31) vezes
com a imunomarcagao para PD-L1 em células tumorais (Tabela 22). Os
casos com expressao de PD-L1 em células inflamatdrias positivo mostraram-
se independentemente associados a imunomarcacao para expressao de PD-
L1 em CD8 aumentando em 7,20 (IC95% = 1,15 — 45,17) vezes sua
prevaléncia. A positividade para expressdao de PD-L1 em CD4 foi
significantemente associada a expressao de PD-L1 em CD8 aumentando em
12,00 (IC95% = 2,85 — 50,65) vezes sua frequéncia e a positividade para
expressao de PD-L1 em CD8 foi independentemente associada aos tumores
T2/3/4, com uma forga de associagao de 3,53 (IC95% = 1,01 — 12,26) vezes

(Tabela 21).
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Tabela 21 - Associagdes significantes entre a expressao de PD-L1 em
Células Tumorais, Células Inflamatérias, CD4 e CD8 e variaveis clinico-
patolégicas dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.

OR
p-Valor Ajustada IC 95%

PDL1 tumorais

Inflamatdrio (positivo) 0,031 11,29 1,25 102,31
CD4 (positivo) 0,073 4,79 0,87 26,46
CD8 (positivo 0,914 0,86 0,06 12,51
T (2/3/4) 0,226 2,92 0,52 16,51
Inflamatério (positivo)
CD4 (positivo) 0,124 3,09 0,73 12,95
CD8 (positivo) 0,035 7,20 1,15 45,17
T2/3/4 0,056 3,83 0,97 15,14
Grau histolégico (moderadamente) 0,783 1,50 0,08 26,81
Epidermoide (Usual) 0,333 0,53 0,14 1,93
CD4 (positivo)
CD8 (positivo) 0,001 12,00 2,85 50,65
T2/3/4 0,897 0,92 0,28 3,06
CD8 (positivo)
T2/3/4 0,047 3,53 1,01 12,26
Epidermoide (Usual) 0,238 0,47 0,14 1,65

*p<0,05, regresséo logistica multinomial.
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4.4 ANALISES DE SOBREVIDA

4.4.1 Sobrevida Global

A probabilidade acumulada de sobrevida global dos pacientes foi de
94,9% (Figura 17). A sobrevida média estimada para os pacientes,
considerando todas as causas de o6bito foi de 142,6 meses (IC = 127,6 a

157,6).
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Figura 17 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida global dos
pacientes com cancer de pénis tratados e em acompanhamento no Hospital
do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no

periodo entre janeiro de 2002 a dezembro de 2014.
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4.4.2 Sobrevida Global de acordo com a Recidiva

A probabilidade acumulada de sobrevida foi de 90,0%, para os
pacientes que ndo apresentaram recidiva e 66,7% para o0s que
apresentaram, conforme visto na Figura 18.

A sobrevida média estimada foi de 131,12 meses (IC = 110,5 a 151,7)
para os pacientes que nao apresentaram recidiva e para aqueles com

recidiva foi de 29,4 meses (IC= 18,11 a 40,7).
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Figura 18 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com a recidiva nos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.
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4.4.3 Sobrevida Global de acordo com o Status Linfonodal

As curvas de sobrevida global de acordo com o envolvimento
linfonodal ndo se mostraram com diferenga estatisticamente significativa
(p=0,346) segundo o teste Log Rank de Mantel-Cox conforme visto na
Figura 19.

A sobrevida média estimada foi de 115,41 meses (IC = 99,31 a
131,52) para os pacientes com linfonodo negativo e para aqueles com

linfonodo positivo foi de 56,77 meses (IC= 42,67 a 70,86).
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Figura 19 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com o status linfonodal dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.
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4.4.4 Sobrevida Global de acordo com a Expressdo de PD-L1 nas
células tumorais

As curvas de sobrevida global de acordo com a expressao de PD-L1
nas células tumorais ndo se mostraram com diferengca estatisticamente
significativa (p=0,776) segundo o teste Log Rank de Mantel-Cox conforme
visto na Figura 20.

A sobrevida média estimada foi de 118,03 meses (IC = 92,66 a
143,40) para os pacientes com PD-L1 negativo e para aqueles com PD-L1

positivo foi de 96,41 meses (IC= 68,88 a 123,95).
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Figura 20 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com a expressao de PD-L1 em células tumorais dos pacientes com cancer
de pénis tratados e em acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo
Juacaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre
janeiro de 2002 a dezembro de 2014.
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4.4.,5 Sobrevida Global de acordo com o Estadio pT

A probabilidade acumulada de sobrevida foi de 95,8%, para os
pacientes pT1 e 80,4% para o grupo de pacientes com estadiamento pT2,
pT3 ou pT4, conforme visto na Figura 21.

A sobrevida média estimada foi de 144,44 meses (IC = 119,39 a
169,49) para os pacientes pT1 e para o0 grupo de pacientes com

estadiamento pT2, pT3 ou pT4 foi de 83,25 meses (IC= 61,37 a 105,12).
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Figura 21 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com o estadio pT dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014



79

4.4.6 Sobrevida Global de acordo com grau Histolégico

A probabilidade acumulada de sobrevida foi de 100,0%, para os
pacientes com grau histologico bem diferenciado; 75% para os
moderadamente diferenciado e 100% para os pouco diferenciado, conforme

visto na Figura 22.
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Figura 22 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com o grau histolégico dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.
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4.4.7 Sobrevida Global de acordo com Invaséo Neural

A probabilidade acumulada de sobrevida foi de 90,0%, para os
pacientes em que nao houve invasdo neural e 75% para aqueles em que
houve invasao neural, conforme visto na Figura 23.

A sobrevida média estimada foi de 130,38 meses (IC = 106,35 a
154,41) para os pacientes sem invasao neural e para aqueles com invasao

foi de 39,26 meses (IC= 27,60 a 50,92).

1,07
MM&o
) 1Sim
——M&o-censurada
l T Sim-censurado
0,5 ] EE S - - 4
- —
=
" — Log Rank
2 (p=0,05)
E 06 L
o
i)
o
c
ol
>
-; |:||4—
]
| .
o
o
W
02
0,0
T T T T T
o] a0 100 150 200

Figura 23 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com a invasao neural dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.
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4.4.8 Sobrevida Global de acordo com Idade

A probabilidade acumulada de sobrevida foi de 90,0%, para os
pacientes que estavam abaixo da média de idade e 78,9% para aqueles
acima, conforme visto na Figura 24.

A sobrevida média estimada foi de 105,77 meses (IC = 89,17 a
122,38) para os pacientes abaixo da média e para aqueles acima foi de

98,06 meses (IC= 59,60 a 136,52).
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Figura 24 - Estimador de Kaplan-Meier para a curva de sobrevida de acordo
com a idade dos pacientes com cancer de pénis tratados e em
acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro
de 2014.
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5 DISCUSSAO

O Hospital do Cancer Haroldo Juagaba / Instituto do Cancer do Ceara
recebe pacientes de diversas regides do estado do Ceara, e mesmo de
outros Estados do Brasil, para esclarecimento diagnédstico, tratamento e
acompanhamento especializado. Na maioria das vezes, estes pacientes sédo
encaminhados dos postos de saude do Sistema Unico de Saude (SUS), mas
também de consultérios e hospitais particulares.

O cancer de pénis, objeto da nossa pesquisa, € considerado uma
neoplasia rara em paises desenvolvidos e sua ocorréncia esta quase
sempre relacionada as mas condi¢bes socioecondmicas (LYNCH e
PETTAWAY 2002).

Alguns estudos ja ha algum tempo sugeriam que a incidéncia do
cancer de pénis diminuia em alguns paises, incluindo Finlandia, Dinamarca
e Estados Unidos e algumas das razdes dessa redugdo pareciam estar
relacionadas com a atencdo a higiene pessoal, nivel de escolaridade e
padrao socioeconémico (FRISCH et al. 1995; VATANASAPT et al. 1995).

Em nossa série, o Cape, a exemplo de trabalhos publicados na
literatura, foi mais prevalente em pacientes a partir da quinta década de vida
(PAULA et al. 2005; FAY 2014). Apesar da pratica sexual com diferentes
parceiros sem uso de preservativo ter sido implicada como fator de risco
para o desenvolvimento da doencga (SILVA et al. 2014; FAY 2014), a maioria
dos nossos pacientes declarou-se casado o que limitaria o numero de

parceiras sexuais.
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A distribuicdo dos casos de acordo com a etnia ndo p6de ser avaliada
com seguranga, uma vez que essa classificagdo € subjetiva diante da
miscigenacgao da populagao brasileira. A despeito disso, a maioria declarou
ser “ndo-branco”, dado meramente epidemioldgico local, ja que POW-SANG
et al. (2002) e VELAZQUEZ e CUBILLA (2007) descreveram nao haver
encontrado diferenga em relagdo a origem étnica. Além disso em estudo
utilizando os dados do SEER, com cobertura de 83% da populagao
americana, de 1998 a 2003 um total de 4967 casos de céancer de pénis
foram diagnosticados e comparativamente, a incidéncia foi semelhante entre
brancos e nao-brancos (HERNANDEZ et al. 2008). Outro dado de nossa
epidemiologia é que mais de 65% dos nossos casos eram provenientes do
interior do Estado do Ceara.

O tamanho da lesdo do carcinoma epidermdéide do pénis pode ser
variavel e ter alguma relagdo com a etiopatogenia e o tempo de evolugéo de
cada caso. Em nossa populagdo 72,6% dos casos tinham tumores entre
1,01cm e 5,0cm. Mais de 65% dos nossos casos foram estadiados acima de
pT1. Sabe-se que a escolha do tratamento depende do tamanho do tumor,
sua posicdo na glande ou no corpo do pénis e achados patolégicos
(VEERATTERAPILLAY et al. 2012). A exérese da lesdo (bidpsia excisional)
com margens em lesdes pequenas e superficiais pode algumas vezes prover
o diagnéstico e a cura ao mesmo tempo, entretanto, apenas 1,19% dos
nossos pacientes foram submetidos a tal procedimento. KIRRANDER et al.
(2016) em trabalho publicado relataram taxa de 36% de exérese local em
seus pacientes. Na maioria dos nossos casos foi realizada amputacao

parcial do pénis (82,14%) e o impacto de tal procedimento na qualidade de
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vida dos pacientes € grande, por isso, antes do tratamento devem ser
discutidos amplamente com o paciente os resultados esperados e as
consequéncias das diferentes opgdes terapéuticas. O suporte psicossocial
também é bastante util para estes pacientes e o tratamento é feito muitas
vezes com abordagem multidisciplinar.

A presenga e extensdo de metastases inguinais € sabidamente o fator
progndéstico mais importante para a sobrevida em pacientes com cancer de
pénis (BLEEKER et al. 2009). Em nossa pesquisa, devido a restricdo de
dados nos prontuarios, nao foi possivel avaliar o acometimento linfonodal
patoldgico em 54,8% dos pacientes. Talvez por esse motivo nao obtivemos
curva de sobrevida estatisticamente significante para o status linfonodal
(Figura 14). FICARRA et al. (2010) descreveram que pacientes classificados
como tendo estagio pNO tiveram uma taxa de sobrevida em 5 anos de 85% -
100%, enquanto que pacientes com qualquer envolvimento linfonodal (pN +)
tiveram uma taxa de sobrevida em 5 anos de 16% a 45%.

Esses dados refletem o fato do avancado estado da doenca em que
os pacientes chegam ao nosso servigco. Reforcamos aqui que o
encaminhamento precoce para o especialista ou centro de atencio
especializado em tratamento de cancer é imprescindivel.

Quanto as caracteristicas morfotopograficas, a glande foi a regido do
pénis mais acometida pelo carcinoma epidermoide (88,1%). Em trabalho
publicado POW-SANG et al. (2002) relatou que 48% dos seus casos de
carcinoma epidermoide de pénis se localizavam na glande. Em 1993, no
Canada, MADEN et al. publicaram um estudo caso-controle com 219

homens com cancer no pénis, no qual 56,8 % apresentavam lesao na
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glande. PAIVA et al. (2015) publicou em 2015 estudo no qual descreve a
glande como sitio de maior acometimento (80%).

Com relacdo ao Grau histolégico em nossa populacdo o grau
moderadamente diferenciado mostrou-se maioria (61,9%) entre os casos e
demonstrou ter impacto na sobrevida (Figura 22). Em seu estudo
KIRRANDER et al. (2016) obteve 24,3% de pacientes com grau 2
(moderadamente diferenciado) em sua amostra e também houve piora na
sobrevida deste grupo. No estudo de PAIVA et al. (2015) também houve
predominio de grau 2 (58%).

A nossa sobrevida mostrou ter relagao direta com o estadio pT (Figura
21). No estudo de KIRRANDER et al. (2016) ha um declinio na sobrevida
dos pacientes pT1 quando comparados aos demais estadios pT.

Em 21,4% dos casos da nossa amostra houve recidiva e esta foi fator
determinante na sobrevida (Figura 13) o que esta de acordo com os dados
de LEIJTE et al. (2008) que publicaram em 2008 estudo com populagao
holandesa em que obtiveram recidiva em 29,3% dos 747 pacientes
participantes de dois grandes centros de referéncia para carcinoma de pénis.

A atual literatura sobre CaPe né&o inclui a idade como importante fator
progndstico (PAIVA et al. 2015), entretanto, em nossa série houve diferenga
estatisticamente significativa na sobrevida dos paciente mais jovens (Figura
24), bem como na série de KIRRANDER et al. (2016) o que n&o ocorreu no
estudo de PAIVA et al. (2015) onde a sobrevida foi maior nos paciente mais
velhos.

Outro resultado de nossa pesquisa que esta de acordo com o descrito

na literatura é a prevaléncia do subtipo usual do carcinoma epidermdide
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(67,86%), como no estudo de PAIVA et al. (2015) em que 77% das amostras
dos carcinomas epidermoides foram classificadas como subtipo usual.

Pesquisas e estudos clinicos tem sido realizadas para avaliar a
significancia potencial do PD-L1 como um biomarcador para imunoterapia do
cancer (SORIA et al. 2013).

Algumas medicagdes como o pembrolizumabe por exemplo foram
desenvolvidas para atuar na via PD-1 / PD-L1 bloqueando-a e assim
evitando que as células cancerigenas consigam “esconder-se” do sistema
imunoldgico. Tal medicagao tem sido utilizada no tratamento de melanoma,
cancer de pulmao de nao-pequenas células (NSCLC), cancer de células
escamosas de cabecga e pescogo (HNSCC), linfoma de Hodgkin classico
(LHC), linfoma primario de células B do mediastino (PMBCL), carcinoma
urotelial da bexiga, adenocarcinoma de jungédo gastrica ou gastroesofagica
(GEJ), cancer do colo do utero, carcinoma hepatocelular, todos com teste
positivo para “PD-L1".

Em estudo publicado em 2015, BANG et al. avaliaram a seguranca e
eficacia de pembrolizumabe em pacientes com céancer de estdbmago
avancado e concluiram que a droga demonstrou toxicidade manejavel e
atividade antitumoral promissora no cancer gastrico avangado.

Nanda e colaboradores publicaram em 2016 um estudo de fase |Ib no
qual descreveram evidéncias preliminares de atividade clinica e um potencial
perfil de seguranca do pembrolizumabe administrado em pacientes com
lesdes pré-tratadas de cancer de mama triplo negativo (Triple-negative

breast cancer - TNBC) (NANDA et al. 2016).
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MCDERMOTT et al. publicou apresentou na ASCO em 2018 que a
monoterapia com pembrolizumabe demonstrou eficacia promissora e
tolerabilidade aceitavel em pacientes com carcinoma de células renais
claras.

Em nossa populagdo do estudo identificamos que 22,6% dos
pacientes apresentaram-se como positivos para expressao de PD-L1
(Tabela 13). Sabe-se que canceres PD-L1 positivos estdo associados pior
prognostico em relacado aos PD-L1 negativos (SORIA et al. 2013). UDAGER
et al. (2016) encontrou 62,2% dos tumores primarios positivos para a
expressao de PD-L1. OTTENHOF et al. (2017) avaliou a expressao de PD-
L1 em 200 espécimes de tumor de uma coorte europeia e obteve que a PD-
L1 foi expressa em 48% dos carcinomas penianos primarios. COCKS et al.
(2016) revelou, em uma coorte norte-americana, que 40% dos 53
carcinomas epidermdides do pénis estudados tinham expressdao PD-L1
positiva que foi expressa por uma proporcgao significativa de cancer peniano
avangado. A nossa analise demonstrou associagao estatisticamente
significante entre a expressao de PD-L1 e o estadiamento pT (Tabela 17).

Cabe aqui ressaltar que ha esse viés ao se comparar positividades
para PD-L1 entre estudos diferentes tendo em vista que existem diferentes
plataformas (DAKO, ROCHE, VENTANA) para avaliacdo da expresséo de
PD-L1 com diferentes anticorpos como o 22C3 (utilizado em nossa
pesquisa) 28-8, SP263, SP142 dentre outros.

Observamos, entdao, que por ndo haver uma padronizagdo quanto a
um cutoff para positividade ha uma dificuldade no estabelecimento de

relacéo entre os percentuais encontrados nos estudos.
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Em estudos realizados em tumores de pulmao, por exemplo, essa
avaliagdo pode ocorrer de maneiras distintas. GARON et al. em 2015
avaliaram a distribuicdo e proporcao continua de células PD-L1 positivas em
qualquer intensidade. Ja no estudo de BRAHMER et al. (2015) foi realizada
avaliagao por porcentagem de expressao (immunohistochemistry score) de
qualquer intensidade sendo mais de 1% de células coradas: Score 1, mais
de 5% de células coradas: Score 2, mais de 10% células coradas: score 3.
KERR et al. (2015) utilizou 1%, 5%, 50% ou mais para considerar a
expressao de PD-L1 positiva.

Recentemente um estudo do Grupo Brasileiro de Oncologia Toracica
(GBOT), que escreveu sobre a prevaléncia da expresséao de PD-L1 no
cancer de pulmao no Brasil, mostrou menor prevaléncia da expressao de
PD-L1 em relagdo aos dados da literatura. O estudo revisou
retrospectivamente 1018 pacientes com cancer de pulmao nao pequenas
células (CPNPC) avangado, em analises de imuno-histoquimica com anticorpo
22C3 PharmDx Dako, realizadas em quatro laboratérios de referéncia, no
periodo de agosto e dezembro de 2017. As amostras validas tiveram > 100
células tumorais por ldmina. A coloragdo de PD-L1 foi classificada como < 1%,
1- 49% ou = 50% de coloragéo positiva das células tumorais (GELATTI et al.
2018).

Quanto a expressédo de PD-L1 em células inflamatdrias (Células
Infiltrantes de Tumor), em nossa amostra 52,4% dos pacientes foram
positivos. Dos 19 casos em que houve positividade para expressao de PD-
L1 em células tumorais, 18 tinham expressao de PD-L1 positiva para células

inflamatdrias, com associagédo estatisticamente significante (Tabela 17). A
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nossa analise também demonstrou associagédo estatisticamente significante
entre a expressao de PD-L1 em células inflamatérias, o estadiamento pT e o
grau histolégico do tumor (Tabela 18). A analise multivariada realizada
através de modelo de regressao logistica multinomial demonstrou que a
expressao de PD-L1 em células inflamatdrias associou-se com 11,29 vezes
a imunomarcagao para PD-L1 em células tumorais (Tabela 21). Apesar de
todas essas descri¢cdes favoraveis, em nossa amostra o PD-L1 ndo pareceu
influenciar na sobrevida dos nossos pacientes (Figura 15). Variagées quanto
a escolha de cutoffs distintos para positividade de expressao e o tipo de
amostra tecidual podem ter contribuido para esses resultados nao
satisfatorios.

Mesmo com um perfil de pacientes com tumores mais avangados, a
sobrevida global do nossos pacientes foi de 94,9% em 5 anos (Figura 12).
Por esse motivo, ndo podemos deixar de destacar aqui que o entendimento
da histéria natural, com o rapido e correto diagndstico, estadiamento,
selecdo do tratamento adequado e o seguimento apropriado sao
fundamentais para os resultados favoraveis e sobretudo qualidade de vida
nos pacientes com CaPe. Além disso, o papel potencial do PDL1 como um
biomarcador para esta neoplasia precisa continuar em estudado.

Reforgamos ainda a importancia do diagnostico precoce, o que
diminuiria as taxas de incidéncia de tumores em estagio avancado e

propiciaria cirurgias menos mutilantes.
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6 CONCLUSOES

Concluimos nossa pesquisa ratificando que a expressao do PD-L1 em
células tumorais no cancer de pénis esteve associado a pior prognostico
tendo em vista que houve associacao positiva, estatisticamente significante,
com o estadiamento patoldgico pT.

Também houve associagcao estatisticamente significante entre a
expressao de PD-L1 em células tumorais e a expressdao de PD-L1 em
células inflamatodrias, células CD4 e células CD8.

Além disso, a recidiva, o estadiamento patolégico (pT) e o grau
histolégico destacaram-se como fatores prognosticos relevantes na
sobrevida.

A expressao de PD-L1 nos tumores avangados em nosso estudo
reforca a importancia de continuar a pesquisa para investigacao adicional de
anti-PD-1 e imunoterapéuticos anti-PD-L1 em pacientes com neoplasia

peniana avangada.
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