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RESUMO

Rodrigues AFF. Avaliacido da expressao imunohistoquimica de PD-L1 em carcinomas de

pénis. [Tese]. Sao Paulo; Fundagao Antonio Prudente; 2020.

INTRODUCAO: O carcinoma de pénis (CaPe) ¢ uma doenca devastadora do ponto de vista
fisico e psicologico. Sua etiopatogenia ¢ pouco conhecida e o tratamento limitado. Existem
evidéncias do papel de células do sistema imune, como macréfagos e linfocitos no
prognoéstico desses tumores. Com o avanco do conhecimento da imunoterapia, esta
possibilidade se abre para os casos avancados de CaPe. Um dos biomarcadores preditivos
para o seu uso ¢ a expressdo da proteina ligante (PD-L1) ao receptor programado de morte
celular (PD-1). No momento, pouco se sabe sobre o padrio de imunoexpressdo deste
biomarcador no CaPe e sua relagdo com as caracteristicas clinico-patoldgicos destes
pacientes. OBJETIVO: Avaliar a presenca, por imunohistoquimica de PD-L1 em CaPe, a
relacdo de linfocitos nos microambiente tumoral e a relagdo com variaveis clinico-patologicas
em pacientes com CaPe. METODOLOGIA: Por imunohistoquimica foi avaliada a presenca
de PD-L1 em células tumorais e células inflamatorias: macrofagos, CD4, CD8 e CD20 em
biopsias de 49 pacientes com diagnostico prévio de CaPe. Os dados foram analisados
utilizando o programa R versdo 3.5. O teste exato de Fisher foi empregado para comparagao
estatistica entre a expressdo de PD-L1 em células tumorais e macrofagos, CD4, CD8 e CD20
e nas varidveis clinico-patologicas. RESULTADOS: Em relacdo as caracteristicas clinico-
patoldgicas, 55,1% dos pacientes eram casados, 61,2% foram submetidos a penectomia
parcial, 71.4% nao necessitou de esvaziamento linfonodal, sendo 49% localizado na glande. A
histologia usual para esse tumor estava presente em 64,6% dos pacientes. Em relagdo ao
processo de invasdo da neoplasia a outros tecidos, 81,6% apresentaram invasdo ao corpo
esponjoso, 75,5% ndo apresentou invasao a uretra, 89,8% nao apresentou invasio vascular. As
células tumorais do CaPe expressaram PD-L1 em 19% dos casos. Esta se associou
positivamente com o predominio de células CD4 e CD20 no microambiente tumoral.
CONCLUSAO: Por imunohistoquimica PD-L1 foi expresso em cerca de um quinto dos
casos e se associou a uma resposta imune anérgica. Embora expresso na minoria dos casos, a
capacidade da célula neoplasica ter o inibidor de check-point com o mecanismo de evasdo da
resposta imune levanta a possibilidade de se testar a imunoterapia como estratégia terapéutica

em casos selecionados.

Descritores: Neoplasias Penianas. Imuno-histoquimica. Imunoterapia.



ABSTRACT

Rodrigues AFF. [Evaluation of the immunohistochemical expression of PD-L1 in penis

carcinomas]. [Tese]. Sao Paulo; Fundacao Antonio Prudente; 2020.

INTRODUCTION: Penile carcinoma (PeCa) is a physically and psychologically devastating
disease. Knowledge of its etiopathogenesis and its treatment is limited. There is evidence of
the role of immune system cells such as macrophages and lymphocytes in the prognosis of
these tumors. With the advance of immunotherapy knowledge, this possibility opens up for
advanced cases of PeCa. One of the predictive biomarkers for its use is the expression of the
binding protein (PD-L1) to the programmed cell death receptor (PD-1). At the moment, little
is known about the immunoexpression pattern of this biomarker on PeCa and its relationship
with the clinical and pathological characteristics of these patients. OBJECTIVE: To evaluate
the presence, by immunohistochemistry of PD-L1 in PeCa, the relationship of macrophages
and lymphocytes in the tumor microenvironment and the relationship with clinical-
pathological variables in patients with PeCa. METHODOLOGY: The presence of PD-L1 in
tumor cells and inflammatory cells: macrophages, CD4, CD8 and CD20 cells in biopsies of
49 patients with the previous diagnosis of PeCa were evaluated. The data were analyzed using
the R version 3.5 program. Fisher's exact test was used for statistical comparison between the
expression of PD-L1 in tumor cells and macrophages, CD4, CD8, and CD20 cells and in the
clinical-pathological variables. RESULTS: Regarding the clinical and pathological
characteristics, 55.1% of the patients were married, 61.2% underwent partial penectomy;
71.4% did not require lymph node dissection and 49% of which were located in the glans. The
usual histology for this tumor was present in 64.6% of the patients. Regarding the process of
invasion of the neoplasm to other tissues, 81.6% presented invasion to the spongy body of
penis; 75.5% did not present invasion to the urethra and 89.8% did not show vascular
invasion. Tumor cells from CaPe expressed PD-L1 in 19% of cases. This was positively
associated with the predominance of CD4 and CD20 cells in the tumor microenvironment.
CONCLUSION: By immunohistochemistry PD-L1 was expressed in about one-fifth of the
cases and was associated with an anergic immune response. Although expressed in a minority
of cases, the ability of the neoplastic cell to have the checkpoint inhibitor with the immune
response evasion mechanisms raises the possibility of testing immunotherapy as a therapeutic

strategy in selected cases.

Keywords: Penile Neoplasms. Immunohistochemistry. Immunotherapy



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE FIGURAS

Imunoexpressao de PD-L1.......ccccooiieiiiiiinieicieceeeeeee e 16
Imunoexpressdo de CD4, CD8 € CD20 .......cccoceeierieienieienieeieeeeieeiene 17
Distribui¢ao dos resultados de PD-L1, CD4, CD8 ¢ CD20.................... 18

Anticorpos primarios, clones, fabricantes, padrdo de coloragdo e

CEIULAS COTATAS ..o 9

Dados clinicos e patologicos dos 49 pacientes ..........ccceeveevveereeerveneeenne. 13

Teste Exato de Fisher para expressdao de PD-L1, CD4, CD8 e CD20.... 19

Teste Exato de Fisher para PD-L1 com os dados clinico-patologicos... 19



LISTA DE ABREVIACOES

APC célula apresentadora de antigeno
BCG bacilo Calmette-Guérin

BSA albumina bovina

CaPe carcinoma de pénis

CGA campo de grande ampliacao

CI células inflamatodrias

CT células tumorais

CTLA-4  Cytotoxic T lymphocyte antigen 4

EBV Epstein-Barr

HE Hematoxilina e Eosina

HPV papilomavirus humano

LH Linfoma de Hodgkin

OMS Organizacdo Mundial de Saude
PBS phosphate buffered saline

PD-1 Programmed Cell Death 1 Receptor
PD-L1 Programmed Cell Death 1 Ligand
RCC carcinoma de células renais

rIFN interferon recombinante gama

rTNF-alfa fator de necrose tumoral alfa recombinante

TIL linfécitos infiltrantes de tumores
TMA Tissue microarrays
Treg linfocito T regulatorios

uUv ultravioleta



1.1
1.2
1.3
1.4

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

SUMARIO

INTRODUQGAO . ......cooreneeererersesesesesessssssesesesssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssesass 1
L 1 Lo S 0 T3 1§ TSRS 1
Resposta Imune aos Tumores Penianos...........coocueeceeriiiiieniieiienieececee e 2
Imunoterapia aplicada Q0 CANCET .......cccueeriieiiiieiieeieeie e 3
PD-L1 e as perspectivas N0 CaPe .........cccveeiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeee e 5
JUSTIFICATIVA ..uuoiiiiitiinninninsnicnstsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 7
OBUJETIVOS uiitictiiinsuicsnisesssicssissssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
ODbBJELIVO GOTAL ....eiiiiiiieciieecee ettt e et e s e e s e e e b e e saaee e aseeennns 8
ODbjetivos ESPECIICOS ....uivuiiriiiiiiiiriiiieeiceccet et 8
MATERIAIS E METODOS «..cueuneemrenrensensserssessssesssesssesssessssssssssssssssssssessssssssssses 9
ASPECLOS FICOS ... 10
Riscos e Beneficios aos pacientes voluntarios da pesquisa.........ccecveeeeveeencieeennnenns 11
Protocolo de REACOES.......cc.uviiiieieiee et 11
Forma de analise dos resultados ...........coevuieiiiiiieiiieiecieceee e 11
ANALISE EStatISTICA. ..ccviiiiiiiiiiieeiiie ettt et sre e et e e e e snneeen 12
RESULTADOS ...uuiiiitiitinnicnnnisssisssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssass 13
DISCUSSAD ..ouuunrrinnsinsisssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 21
CONCLUSOES ...cucuiuinnincnscnssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
REFERENCIAS.....couieimeinensscnssssasssasssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasssss 24
APENDICE

Apéndice 1 Figuras 1 e 2. Dados brutos para andlises estatisticas.



1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PENIS

O carcinoma de pénis (CaPe) ¢ uma doenca devastadora do ponto de vista fisico e
psicoldgico, o Brasil apresenta uma das maiores incidéncias do mundo, correspondendo
aproximadamente a 2,6% das neoplasias malignas do sexo masculino. Em regides como o
Norte e o Nordeste tém freqiiéncia relativa de 5,3% e 5,7% respectivamente, como no estado
do Maranhdo onde ha incidéncia de 6,1 casos para 100 mil habitantes (Brumini 1982;
Favorito et al. 2008; Coelho et al. 2018). Nos paises desenvolvidos como os Estados Unidos,
a incidéncia dessa doenca ¢ baixa, representando apenas 0,4 a 0,6% de todas as neoplasias
malignas do sexo masculino (Coelho et al. 2018).

Os carcinomas derivados do epitélio pluriestratificado, tanto da glande como do sulco
coronal e prepucio correspondem a 95% de todos os casos de cancer de pénis (Cubilla et al.
1993; Cubilla et al. 2009; Velazquez e Cubilla 2007). A Organizagdo Mundial de Satude
(OMS) preconiza a classificacdo histopatoldgica do CaPe, onde se destacam uma grande
variedade de subtipos, tais como o carcinoma basaldide em suas variantes verrucosas
(condilomatoso, papilifero e verrucoso), os carcinomas sarcomatoides (Cubilla et al. 2004) e
outros novos tipos histolégicos como o carcinoma pseudoglandular (Cunha et al. 2009).

A etiopatogenia do CaPe ¢ pouco conhecida. A presenca de fimose, mas condi¢des de
higiene e baixo padrdo socio-econdmico sdo os principais fatores de risco para seu
desenvolvimento (Misra et al 2004; Favorito et al. 2008). Outros fatores incluem o numero de
parceiros sexuais, tabagismo e sexo com animais (Bleeker et al. 2009; Zequi et al. 2012). A
infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) est4 presente em cerca de 40% dos casos, com
predilecdo por certos tipos histologicos, como o condilomatoso e o basaldide (Backes et al.
2009; Muneer et al. 2009).

Os dados morfolégicos, além da classificacdo correta do subtipo, podem dar
informacodes uteis em relacdo ao comportamento biologico do tumor. Dentre eles podemos
destacar o tipo histologico (Cubilla et al. 2000) grau histologico (Velazquez et al. 2008), a
invasdo vascular (Lopes et al. 1996), a invasdo perineural (Ayala et al. 2009) e o padrdo de
invasdao do tumor (Guimaraes et al. 2006), como aspectos importantes na predicdo das

metastases linfonodais e da sobrevida.



O CaPe ¢ essencialmente uma doenca locorregional. O desenvolvimento de doenga
metastatica a distancia ¢ pouco frequente e a sobrevida dos pacientes ¢ determinada pela
recorréncia linfonodal (Lopes et al. 1996). O tempo da linfadenectomia ¢ fator importante no
prognostico, sendo que pacientes com linfadenectomias tardias apresentam pior evolucao
(Ornellas et al. 2008). A dissecg¢ao linfonodal inguino-iliaca ¢ parte importante da terapéutica,
porém apresenta indices elevados de morbidade e a selegdo dos pacientes deve ser criteriosa
(Coblentz e Theodorescu 2002). A avaliacdo clinica dos linfonodos ndo mostra grande
acuracia na predi¢do da presenca de metéstases. Cerca de 50% dos linfonodos inguinais
clinicamente suspeitos ndo apresentam comprometimento microscopico pelo tumor a
histologia. A linfonodomegalia, nestes casos, ocorre como conseqiiéncia de infecc¢ao
associada ao tumor primario (Lopes et al. 1996). Por outro lado 10-20% dos pacientes com
linfonodos clinicamente negativos apresentam metastases microscopicas (Horenblas 2001).
Os melhores métodos para evitar a linfadenectomia desnecessaria, como a bidpsia do
linfonodo sentinela é controversa na literatura (Heyns e Theron 2008; Crawshaw et al. 2009;

Jensen et al. 2009).

1.2 RESPOSTA IMUNE AOS TUMORES PENIANOS

Pouco se conhece a respeito do papel do infiltrado inflamatorio em CaPe. Em um
estudo com 145 pacientes a presenca de eosinofilia peritumoral foi associada a favoravel
sobrevida (Lopes et al. 1996). Em outro estudo usando a mesma metodologia foram avaliados
dezessete pacientes e foi demonstrado que eosinofilia peritumoral favorece a sobrevida de
pacientes com CaPe avangado (Ono et al. 2002). Ficarra et al. (2002) investigaram infiltrado
mononuclear peritumoral como fator prognostico mas ndo houve associacdo estatistica.
Também foi investigado a associagao entre HPV, presenca de infiltrado mononuclear
peritumoral e eosinofilia em 82 pacientes com CaPe, mas nao foram encontradas associagoes
(Bezerra, et al. 2001). Um estudo que avaliou a atividade de células Natural Killer (NK) no
sangue periférico de 39 pacientes com CaPe, revelou que a atividade dessas células foi
estatisticamente diminuida em relagdo ao grupo controle (Campos et al. 1998).

No trabalho de mestrado realizado no A.C.Camargo Cancer Center intitulado “Estudo
da resposta imune peritumoral em carcinomas de pénis” que resultou na publicacao
“Pathologic and imunohistochemical characterization of tumoral inflammatory cell infiltrate
in invasive penile squamous cell carcinomas: Fox-P3 expression is an independent predictor

of recurrence” (Vassallo et al. 2015) foram avaliadas a presenga de células do infiltrado



inflamatorio peritumoral imunorreativas para CD20, CD3, CD4, CD8, CD56, CDla, HLA-
DR, S100, CD68, CD138, Fox-P3, Granzima B, Perforina, TGF-p e pl6, além do
sequenciamento de HPV-DNA e associou-se as variaveis clinicopatologicas. Os pacientes
foram divididos em dois grupos HPV positivo e negativo. Os pacientes que foram
classificados como infectados por HPV de alto risco e apresentaram alta imunoexpressao de
células inflamatorias peritumorais Fox-P3". Os pacientes infectados com HPV de baixo risco
que apresentaram negatividade para este marcador. Dentre varios resultados estatisticos, foi
realizada andlise multivariada sendo que em pacientes com carcinoma epidermoide de pénis a
expressdo de infiltrado inflamatério Fox-P3" resultou em preditor independente de recidiva
tumoral.

Essas células, denominadas CD4'CD25", Fox-P3" ou ainda células Treg, foram
avaliadas em tumores de outras topografias como carcinoma gastrico e esofagico, onde o
aumento de Treg estd relacionado a menor sobrevida em relacdo aos pacientes com baixa
proporc¢ao dessas células (Kono et al. 2006). No carcinoma gastrico, a maior propor¢ao de
linfécitos infiltrantes de tumores (TIL) especialmente os linfocito T regulatorios (Treg)
relaciona-se a progressdo da doenca, quanto mais avancada a neoplasia maior a quantidade de
Treg (Kawaiada et al. 2005). No carcinoma hepatocelular a alta prevaléncia de Treg indica
desfavoravel prognodstico (Kobayashi et al. 2007). Cunha et al. (2012) conduziu uma
investigacdo sobre o papel de Treg por meio da expressdo imunoistoquimica de FoxP3" e
demonstrou que sua expressdo tem influéncia importante em varias caracteristicas de
agressividade em carcinomas diferenciados de tireéide. Em outro estudo, avaliou-se a
distribui¢do e significado biologico de Treg em pacientes com Linfoma de Hodgkin (LH) por
meio de Tissue microarrays (TMA) utilizando bidpsias de 130 pacientes e imunomarcadas
com anticorpos CD4, CDS8, CD25 e Fox-P3. Observou-se que Fox-P3 estd associado com a
infeccdo pelo virus de Epstein-Barr (EBV) e pior prognostico (Assis et al. 2012). Sendo
assim, ha evidéncias em diferentes tipos de tumores que células Treg participam de alguma
forma do escape do tumor ao sistema imune caracterizando-se como pro-tumoral, devido a

sua atividade imunossupressora e tolerogénica.

1.3 IMUNOTERAPIA APLICADA AO CANCER

Os primeiros estudos de imunologia relacionados ao céncer ocorreram no final do
século XIX, quando o cirurgido americano William Coley relatou a diminuicdo de um

sarcoma apos a injecdo de residuos bacterianos em alguns sitios tumorais (McCarthy 2006).



Muitos anos depois, Morales e Cohen (2016) realizaram o primeiro grande ensaio clinico com
bacilo Calmette-Guérin (BCG) intravesical em pacientes com cancer de bexiga em fase
inicial, no qual reacdes imunoinflamatérias eram bem sucedidas no controle da doenga. Em
1981 foi publicado estudo com aplicagdo de interleucina-2 (IL-2) endovenosa em pacientes
com melanoma com o intuito de estimular a ativacdo e proliferagdo de linfocitos in vivo
(Hersey et al. 1981). Alguns anos mais tarde, em 1985, ocorreu um estudo com interferon alfa
endovenoso e intramuscular para melanoma, com evidente atividade antitumoral (Kirkwood e
Ernstoff 1985).

O primeiro estudo com fator de necrose tumoral alfa recombinante (rTNF-alfa) em
combinagdo com interferon recombinante gama (rIFN) e melfalan em pacientes com sarcoma
e melanoma ocorreu em 1992, com resultados eficientes e minima toxicidade (Lienard et al.
1992). Dez anos mais tarde em 2002, foi publicado estudo de transferéncia de células T
reativas em melanoma, que revelou a regressdo tumoral e destruicdo autoimune dos
melanoécitos (Dudley et al. 2002). Em 2008 foi utilizado imiquimode (modificador topico da
resposta imune) para neoplasias intraepiteliais vulvares com respostas parciais em 81% dos
pacientes tratados (van Seters et al. 2008) até que em 2009 surgiu a primeira vacina contra as
oncoproteinas do HPV-16, também com resultados satisfatorios para essa enfermidade
(Kenter et al. 2008).

Em 2010, imunoterapia celular autdloga com Sipuleucel T proporcionou aumento de
sobrevida global entre homens com cancer de prdstata metastatico resistente a castragao
(Kantoff et al. 2010). No mesmo ano, uma nova droga, o ipilimumabe foi aprovada para
doentes com melanoma metastatico também com beneficio de sobrevida global. Tratava-se de
um anticorpo especifico ao antigeno Cytotoxic T lymphocyte antigen 4-CTLA-4, um receptor
proteico presente na superficie das células T, cuja interagdo com a proteina CD80 presente na
célula tumoral ou na célula apresentadora de antigeno (APC) inibe a resposta imunoldgica
(Hodi et al. 2008). Consequentemente, os estudos passaram a se direcionar para outras
estruturas com repercussdao imunoldgica semelhante, como a Programmed Cell Death 1
Receptor-PD-1, cuja interacdo com sua proteina ligante, a PD-L1, também acarreta uma
diminui¢do da resposta imune.

A suspeita de que a hiperexpressdao ou aumento de fungdo de PD-L1 pudesse ser um
mecanismo da evasdo do sistema imune do hospedeiro pelas células tumorais passou a ser
discutida em diversos estudos. Em um deles, foram analisadas 196 amostras tumorais de
pacientes com carcinoma de células renais (RCC), e observou-se que os pacientes cujos

tumores tinham alta expressdo de PD-L1 apresentaram risco 4,5 vezes maior de oObito e



tinham doenga com comportamento mais agressivo (Thompson et al. 2004). Em outro estudo
semelhante observou-se que pacientes com cancer de ovario com expressao elevada de PD-L1
tiveram sobrevida significativamente menor do que aqueles com baixa expressao (Hamanishi
et al. 2007). Além disso, observou-se redugdo da contagem de linfocitos TCD8", sugerindo
um papel supressor de células TCD8" exercido por PD-L1.

Em 2015 foi aprovado um imunobiolégico denominado nivolumabe para tumores
avangados de pulmdo com aumento de sobrevida global. A medicacdo ¢ um anticorpo
humanizado IgG4 com agdo na proteina Programmed Cell Death 1 Recepto-PD-1.
Consolidava-se entdo uma nova etapa na imunoterapia relacionada ao cancer, cujo
desenvolvimento tornou-se possivel através do estudo da sinapse imunologica.
Posteriormente, o ipilimumabe mais o nivolumabe foram aprovados para o tratamento de
melanoma metastatico, carcinoma avan¢ado de células renais e cancer colorretal metastatico
(Rotte 2019). Desde entdo as aplicagdes e indicacdes para diversos sitios primdrios e
neoplasias foram aprovadas, inclusive com uso agndstico em pacientes com instabilidade de

microssatélites. No CaPe ndo ha ainda nenhuma indicac¢ao aprovada.

1.4 PD-L1E AS PERSPECTIVAS NO CAPE

Udager et al. (2016) relatam a frequente expressdo de PD-L1 no carcinoma primario e
metastatico de pénis, analisado por imunohistoquimica. Este foi o primeiro estudo a relatar a
expressao do checkpoint imunologico nesta doenga e fornece uma justificativa razoavel para a
aplicacdo da imunoterapia ao CaPe. Neste estudo de coorte avaliou-se 37 pacientes, tendo em
vista, a relativa raridade desta doenca no ocidente. No entanto, estudos adicionais sao
necessarios para validar os resultados desses autores. Também relatam forte associagdo entre
a expressao de PD-L1 no tumor primario e a presenca de linfonodo metastatico. Nao ha relato
de expressao significativa de PD-L1 em células imunes no microambiente tumoral. PD-L1 ¢
um checkpoint imunoldgico que, ao se ligar aos seus receptores programados de morte 1 (PD-
1) ou B7-1 nos linfocitos de células T, regula negativamente a funcao das células T ativadas e
outras células do sistema imunolégico. Devido ao papel central dos linfocitos T na mediagao
da imunidade antitumoral adquirida, a expressao de PDL1 no microambiente tumoral pode
fornecer mecanismos adicionais para os tumores evitarem a erradicagdo pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro (Dong 2002; Figueiredo 2019).

PD-L1 ¢ ampla e variavelmente expressa em uma vasta gama de neoplasias. Foi

demonstrado que o bloqueio da via PD-L1-PD-1 produz beneficios gerais de sobrevida em



cancer de pulmdo de ndo pequenas células, melanoma, carcinoma de células renais e
carcinoma urotelial (Dong 2002; Rosenberg et al. 2016; Figueiredo 2019; Rotte 2019). Como
tal, pode ser benéfico expandir a aplicagdo de inibidores do checkpoint imunoldgico a outros
tumores para os quais ndo existem tratamentos efetivos, como o carcinoma peniano avangado
ou metastatico.

Dados recentes sugerem que os inibidores do checkpoint imunologico sdo mais ativos
em tumores com altas taxas de mutagdo do que naqueles com taxas de mutagao mais baixas
(Hamid e Carvajal 2013; Garon et al. 2015; Rotte 2019). Em estudo publicado sobre a
projecdo gendmica do carcinoma de células escamosas do pénis na atual andlise da expressao
de PD-L1, embora ndo tenham sido encontradas associagdes significativas entre a expressao
de PD-L1 e alteracdes moleculares especificas, relatam que tendem a associagdo entre o
aumento do nimero total de alteragdes moleculares e a expressdao de PD-L1 (Udager et al.
2016). Isto contribui em parte para a nossa capacidade limitada de utilizar biomarcadores
imunohistoquimicos, uma vez que estes ensaios sofrem variabilidade substancial relacionada
as caracteristicas de desempenho dos anticorpos, falta de padronizacdo de biomarcadores,
diretrizes de avaliacdo e pontos de corte varidveis entre ensaios com diferentes anticorpos
anti-PD-L1 (Apolo 2015; Netto 2016). E importante, portanto, continuar explorando aspectos
de pesquisas e aplicagdes clinicas baseadas em PD-L1 em estudos futuros, especialmente
sabendo que alguns pacientes ainda se beneficiam do direcionamento de PD-L1 apesar da
falta de expressdo do tumor ou das células imunes infiltrantes. Maiores respostas tém sido
observadas em pacientes cujos tumores tinham niveis mais altos de expressao de PD-L1 por
células imunes no microambiente tumoral, uma descoberta que poderia ser preditiva de
maiores taxas de resposta a terapia anti-PD-L1 (Powles et al. 2014; Rosenberg et al. 2016).
No geral, as conclusdes de Udager et al. (2016) sdo encorajadoras e, uma vez substanciados
por estudos semelhantes, podem fornecer a base para ensaios clinicos para avaliar o beneficio
dos inibidores do ponto de verificagdo imune anti-PD-1 e anti-PD-L1 em pacientes com

carcinoma peniano avangado ou metastatico



2 JUSTIFICATIVA

Estudos em diferentes tumores buscam avaliar a expressdo imunohistoquimica de anti-
PD-L1, com intento de direcionar a uma melhor abordagem terapéutica, todavia, pouco se

conhece sobre a expressdo de PD-L1 em carcinomas de pénis.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar por imunohistoquimica a frequéncia da expressdo de PD-L1 nas células

tumorais e no microambiente em carcinomas de pénis

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Determinar a imunoexpressao de PD-L1 em células tumorais e linfocitos em pacientes
com CaPe;
2 Analisar a associagdo entre a positividade de PD-L1 em células tumorais e no

micromabiente tumoral, avaliando as células inflamatdrias (macrofagos e linfocitos)
com células que apresentem imunoexpressao para CD4, CD8 e CD20;
3 Avaliar a associagao entre a imunoexpressao de PD-L1 com as caracteristicas clinico-

patoldgicas.



4 MATERIAIS E METODOS

O presente projeto tem como desenho o estudo de coorte longitudinal, retrospectivo e
esta aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa (Plataforma Brasil) sob niimero CAAE -
44832015.2.0000.5205. A amostra ¢ oriunda do Hospital de Cancer de Pernambuco, sendo 57
(cinquenta e sete) blocos parafinados de tumores de pénis de diferentes pacientes, atendidos
entre os anos de 1960 e 2018. As laminas histologicas respectivas de cada bloco, foram
confeccionadas, coradas por Hematoxilina e Eosina (HE), e os laudos histopatologicos foram
revisados pelo Prof. Dr. Fernando Augusto Soares.

Pacientes sem informagdes suficientes ou que o material em parafina fosse exiguo ou
invidvel foram excluidos da amostra de estudo.

Foram incluidos pacientes com informacdes sobre o diagnostico e epidemiologia de
interesse para o presente estudo (idade, estado civil, raca, tipo de cirurgia e data da cirurgia,
etc.) e os dados histopatoldgicos de interesse (tipo e grau histologico e presenca de émbolos
vasculares e status linfonodal).

Apo6s a selecao dos casos e levantamento dos blocos parafinados, foi submetido ao
"Tissue microarray" (TMA). Em seguida foi realizas a imunohistoquimica com o anticorpo
primdrio PD-L1 (clone SP263 Ventana [SpringBio-ECD] EUA), CD4, CD8 e CD20 e

revelagdo por meio de anticorpo secundario, segundo o fabricante.

Tabela 1 — Anticorpos primarios, clones, fabricantes, padrao de coloracao e células coradas.

Anticorpo Clone Fabricante Padrao Célula de interesse

PD-L1 SP263 Roche membrana célula tumoral, linfocitos e macrofagos
CD4 4B12 Novocastra membrana linfécitos T helper

CDS8 1AS Novocastra membrana linfécitos T citotoxico

CD20 L26 Dako membrana linfocito B

41 ASPECTOS ETICOS

Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE, ndo se aplica, pois os
dados e materiais utilizados neste projeto sdo oriundos de projetos anteriores, aprovados pelo

CEP e devidamente isentados da obrigatoriedade do mesmo. Além disso, vale ressaltar que
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muitos dos pacientes ndo sdo possiveis de localizar, devido a mudanca de endereco, telefone

ou o6bito.

4.2 RISCOS E BENEFICIOS AOS PACIENTES VOLUNTARIOS DA
PESQUISA

Pacientes voluntarios a este projeto de pesquisa ndo estdo sujeitos a nenhum risco
direto ou indireto. Porém, quanto aos beneficios, ndo ocorrerdo de forma direta, mas havera
beneficios de forma indireta uma vez que as informagdes obtidas por meio deste, poderdao

beneficiar outrem.

43 PROTOCOLO DE REACOES

O bloco de TMA foi cortado no micrétomo rotativo na espessura de 5 um. Colocou-se
o tape contra o bloco de TMA e cortou-o. O tape com o material foi colado na lamina
apropriada e com a pressdo manual de um rolo o tape foi fixado na lamina. A lamina com o
tape sofreu irradiacdo com ultravioleta (UV) por 30 min, sendo em seguida mergulhada em
solucdo solvente (TPC) e seca a temperatura ambiente. Os fapes foram retirados apos a
secagem. As laminas sofreram banho de parafina, estando prontas para o armazenamento em
freezer.

A desparafinizacao foi realizada por 24 horas em estufa 60° C. Posteriormente as
laminas foram banhadas em xilol a 60° C por 20 minutos/xilol a temperatura ambiente por 20
minutos/etanol 100% 30 segundos/ etanol 85% 30 segundos e etanol 70% 30 segundos. As
laminas foram lavadas em agua destilada corrente.

Uma solugdo tampao citrato 10 mM pH 6.0 foi fervida em panela de pressao (Eterna ,
Nigro) destampada, as laminas mergulhadas e a panela lacrada com a vélvula de seguranga
aberta. Apds a saida do vapor saturado, a valvula de seguranca foi abaixada até a
pressurizagdo total. Quatro minutos foram cronometrados apos esse sinal. A panela fechada
foi deixada sob dgua corrente até a despressurizagao total destampada e as laminas lavadas em
agua destilada corrente.

Foi entdo realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com H202 3%, (4dgua

oxigenada 10 vol) com 3 trocas de 10 minutos cada e lavadas em agua corrente e destilada
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com solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered saline) 10mM pH 7.4
por 5 minutos.

As laminas foram incubadas com o anticorpo primario diluido em titulo pré
estabelecido, conforme o fabricante, em tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1%
(Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, por 18 horas a 4°C em camara umida, os
anticorpos primarios, clones, fabricante, padrdo de coloragdo e tipos de células estdo

elencados na tabela 1.

44 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Para interpretacdo da imunohistoquimica com o marcador PD-L1 (clone SP263
Ventana [SpringBio-ECD] EUA) em microscopia Optica em campo de grande ampliacio
(CGA) (400 vezes), considerou-se marcacgdes positivas as células de interesse, ou seja, células
tumorais (CT) e/ou células inflamatorias sendo estas: macrofagos e linfocitos, que
apresentassem coloragdo acastanhada em membranas. Esta imunoexpressdo foi definida
utilizando-se a porcentagem de células de interesse marcadas, sendo considerada negativo, a
imunoexpressao presente em <1% das células de interesse; positivo 1+ (uma cruz) a
imunoexpressao presente em 1 a <5% das células de interesse; positivo 2+ imunoexpressao
em 5 a <50% das células de interesse; positivo 3+ imunoexpressdo em 50% ou mais das
células de interesse (Apolo 2016; Deng et al. 2016; Torlakovic et al. 2020).

Ja para a intepretagdo da imunohistoquimica com o marcador CD4+ (clone 4B12
Novocastra, Alemanha) em microscopia optica em CGA, considerou-se marcagdes positivas
em linfocitos que apresentassem colora¢do acastanhada em membranas. O resultado foi
definido utilizando como parametro as porcentagens de linfocitos marcados, sendo negativa, a
imunoexpressdo presente em <10 de células por CGA; positiva 1+ com imunoexpressiao
presente entre 10 e 50 células por CGA; positivo 2+ com imunoexpressao positiva em >50
células por CGA (Vassallo et al. 2015).

Quanto a avaliacdo da imunohistoquimica para o marcador CD8+ (clone 1AS5
Novocastra, Alemanha) em microscopia optica em CGA, considerou-se marcagdes positivas
em linfocitos que apresentassem coloracdo acastanhada em membranas. Como parametro as
porcentagens de linfocitos marcados, sendo negativa, a imunoexpressao presente em <10 de
células por CGA; positiva 1+ com imunoexpressao presente entre 10 e 50 células por CGA;

positivo 2+ com imunoexpressao positiva em >50 células por CGA (Vassallo et al. 2015).
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Em relagdo a interpretagdo da imunohistoquimica com o marcador CD20 (clone L26
Dako, Carpinteria, CA, EUA) em microscopia 6ptica em CGA, considerou-se marcagdes
positivas os linfocitos que apresentassem coloragdo acastanhada em membranas, sendo
negativa a imunoexpressdo presente em <10 de células por CGA; positiva 1+ com
imunoexpressao presente entre 10 e 50 células por CGA; positivo 2+ com imunoexpressao
positiva em >50 células por CGA (Vassallo et al. 2015).

Foi utilizado um formulario para coleta de dados clinicos e andtomo patologicos. Os
dados obtidos a partir da expressdo imunohistoquimica dos marcadores PD-L1, CD4, CDS§ e
CD20 foram transcritos diretamente para uma planilha de Excel.

Foi criado um banco de dados em Software R (versdo 3.5) com as caracteristicas dos

doentes, incluindo-se os dados do formulario e planilha.

45 ANALISE ESTATISTICA

Os diversos dados obtidos foram tabulados em uma planilha de dados Excel e
analisados utilizando os programas Action Stat ¢ R (versdo 3.5). Para verificar a andlise de
associagdo entre pares de varidveis qualitativas (categoricas) foi utilizado o teste Exato de

Fisher. Um p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo para todas as analises.
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RESULTADOS
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A amostra ¢ oriunda do Hospital de Cancer de Pernambuco, de pacientes atendidos

entre os anos de 1960 e 2018, sendo inicialmente incluidas 57 (cinquenta e sete) amostras

com diagnosticos de cancer de pénis viaveis ao estudo. Contudo, havia falta de informagao

clinico-patologicos em cinco casos, sendo estes removidos da amostragem, permanecendo

viaveis 52 (cinquenta e duas) amostras. Durante o procedimento de preparagdo das

imunohistoquimicas trés amostras parafinadas foram exiguas e retiradas, restando 49

amostras.

e desvio-padrdo de 12 anos.

Desta forma, a amostra foi composta por 49 pacientes, com média de idade de 69 anos

Para caracterizacao clinico-patologica amostral foi construida a tabela a seguir.

Tabela 2 - Dados clinicos e patoldgicos dos 49 pacientes

VARIAVEL CATEGORIAS FREQUENCIA (n) %
SOLTEIRO 13 26,6%
CASADO 27 55,1%
ESTADO CIVIL SEPARADO 1 2,0%
VIUVO 2 4,1%
OUTROS 6 12,2%
BIOPSIA 9 18,4%
POSTECTOMIA 3 6,1%
PENECTOMIA
PARCIAL 30 61,2%
PROCEDIMENTO CIRURGICO PENECTOMIA TOTAL 4 8,2%
PENECTOMIA 2 4,1%
PENECTOMIA
DISTAL 1 2,0%
SIM 14 28,6%
ESVAZIAMENTO LINFONODAL |NAO 35 71,4%
NAO INFORMADO 5 10,2%
GLANDE 24 49,0%
CORPO 5 10,2%
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Cont/ Tabela 2
VARIAVEL CATEGORIAS FREQUENCIA (n) %
LOCALIZACAO TUMORAL PREPUCIO 6 12,2%
GLANDE E PREPUCIO 4 8,2%
GLANDE E CORPO 3 6,1%
GLANDE, PREPUCIO
E CORPO 2 4,1%
USUAL 31 64,6%
VERRUCOSO 7 14,6%
WARTY 3 6,3%
WARTY/BASALOIDE 2 4,2%
VERRUCOSO E
HISTOLOGIA PSEUDOGLANDULAR 2 4,2%
USUAL E
SARCOMATOIDE 1 2,1%
VERRUCOSO E
USUAL 1 2,1%
BASALOIDE 1 2,1%
1 2 6,1%
GRAU HISTOLOGICO 2 23 69,7%
3 8 24,2%
GRANDES BLOCOS 17 34,7%
PEQUENOS BLOCOS 18 36,7%
BORDAS PUSHING 7 14,3%
MICROINVASIVO 3 6,1%
MORFEIA 1 2,0%
NA (ndo avaliavel) 2 4,1%
SIM 40 81,6%
INV CPESP NAO 5 10,2%
NA (n2o avalidvel) 3 6,1%
0,0%
SIM 16 32,7%
INV CPCAV NAO 28 57,1%
NA (ndo avaliavel) 4 8,2%
0,0%
SIM 1 2,0%
INV URETRA NAO 37 75,5%
NA (ndo avaliavel) 10 20,4%
0,0%
SIM 0 0,0%
INV VASCULAR NAO 44 89,8%
NA (ndo avaliavel) 4 8,2%
0,0%
SIM 15 30,6%
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Cont/ Tabela 2

VARIAVEL CATEGORIAS FREQUENCIA (n) %

INV PERINEURAL NAO 29 59,2%
NA (nfo avaliavel) 4 8,2%
DIFERENCIADO 22 44,9%

PEIN BASALOIDE 2 4,1%
WARTY/BASALOIDE
E BASALOIDE 1 2,0%
NA (ndo avaliavel) 22 44,9%
WARTY 2 4,1%
SIM 21 42,9%

LIQUEN NAO 22 44,9%
NA (n2o avaliavel) 6 12,2%
SIM 25 51,0%

HIPERPLASIA NAO 18 36,7%
NA (ndo avaliavel) 6 12,2%
SIM 12 24,5%

COILOCITO NAO 36 73,5%
NA (ndo avaliavel) 1 2,0%

Legenda: (INV CPESP) invasdo pela neoplasia em corpo esponjoso; (INV CPCAV) invasio pela neoplasia em
corpo cavernoso; (PEIN) neoplasia intraepitelial peniana.

Em relagdo ao estado civil 27 (55,1%) dos pacientes eram casados 13 (26,6%)
solteiros, 6 (12,2%) outros 2 (4,1%) vitvos e 1 (2%) separado.

Quanto ao procedimento cirurgico, em 30 (61,2%) pacientes, procedida a penectomia
parcial, 9 (18,4%) bidpsia, 4 (8,2%) penectomia total, 3 (6,1%) postectomia 2 (4,1%)
penectomia e 1 (2%) a penectomia distal.

O esvaziamento linfonodal foi realizado em 35 (71,4%) pacientes e ndo esvaziados 14
(28,6%) pacientes.

J4 a localizacdo do tumor, em 24 (49%) na glande, 6 (12,2%) prepucio, em corpo e
ndo informado 5 (10,2%) pacientes em cada, em 4 (8,2%) glande e prepucio, 3 (6,1%) glande
corpo e 2 (4,1%) pacientes em glande, prepucio e corpo.

Sobre a variavel histologia, 31 (64,6%) usual, 7 (14,6%) verrucoso, 3 (6,3%) warty 2
(4,2%) warty/basaloide 2 (4,2%) verrucoso e pseudoglandular 1 (2,1%) usual e sarcomatoide
1 (2,1%) verrucoso e usual e 1 (2,1%) basaloide.

O grau 2 histologico ocorreu em 23 (69,7%) dos pacientes, o grau 3 em 8 (24,2%) e

grau 1 em 2 (6,1%) pacientes.
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A invasdo das bordas revelou em pequenos blocos em 18 (36,7%) pacientes, em
grandes blocos em 17 (34,7%), em pushing 7 (14,3%), microinvasivo em 3 (6,1%), em
morfeia 1 (2%) e ndo avaliavel em 2 (4,1%) dos pacientes.

Invasdo em corpo esponjoso pela neoplasia ocorreu em 40 (81,6%) e ndo ocorreu em 5
(10,2%) pacientes.

A invasdo em corpo cavernoso pela neoplasia nao ocorreu em 28 (57,1%), ocorreu em
16 (32,7%) e nao foi avaliado em 3 (6,1%) dos pacientes.

Quanto a invasdo da uretra pela neoplasia ndo ocorreu em 37 (75,5%), ndo foi avaliada
em 10 (20,4%) e ocorreu em 1 (2%) paciente.

Invasdo vascular ndo estava presente em 44 (89,8%) e ndo foi avaliada em 4 (8,2)
pacientes.

Invasdao perineural ndo presente em 29 (59,2%), presente em 15 (30,6%) e ndo
avaliada em 4 (8,2%) pacientes.

A neoplasia intraepitelial peniana diferenciada em 22 (44,9%), nao avaliada em 22
(44,9%), basaloide em 2 (4,1%), warty em 2 (4,1%) e warty/basaloide em 1 (2%) paciente.

Liquen ndo presente em 22 (44,9%), presente em 21 (42,9%) e ndo avalidvel em 6
(12,2%) pacientes.

Hiperplasia em 25 (51%) pacientes, ausente em 18 (36,7%) e ndo avaliavel em 6
(12,2%) pacientes.

Auséncia de coildcito em 36 (73,5%), presente em 12 (24,5%) e ndo avalidvel em 1

(2%) paciente.

A Figura 1 refere-se a imunoexpressao de PD-L1 apresentada a seguir.

o
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Figura 1 - Imunoexpressao de PD-L1. (A): Auséncia de imunoexpressdo de PD-L1 em células tumorais
(CT) e células inflamatérias (CI), ou seja, macrofagos e linfocitos. (B): Imunoexpressdo de PD-L1 (clone 263)
2+ em CI. (C): Imunoexpressdo de PD-L1 (clone 263) 3+ em CT Todas as figuras estdo em resolugdo maior em

ancxo.
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A Figura 2, atinente a imunoexpressao de CD4, CD8 e CD20 ¢ evidenciada a seguir.
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Figura 2 - Imunoexpressio de CD4, CD8 e CD20. (A): Imunoexpressio de CD4 1+. (B):

Imunoexpressio de CD4 2+. (C): Imunoexpressio de CD8 1+. (D): Imunoexpressio de CD8 2+. (E):

Imunoexpressdo de CD20 1+. (F): Imunoexpressdo de CD20 2+.

Sendo assim, foram analisadas as células de interesse, ou seja, células tumorais (CT) e
células inflamatorias (CI) em microscopia Optica, em campo de grande ampliagao (CGA), que
apresentaram expressdo, ou seja, coloracdo acastanhada em membranas, conforme
metodologia e exemplificados nas imagens A, B e C. A seguir a distribuigdo dos resultados de

PD-L1, CD4, CD8 ¢ CD20:
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Legenda: Score (0) <1% das células de interesse; Score (1) 1 a <5% das células de interesse; Score (2) 5 a <50%
das células de interesse; Score (3) 50% ou mais das células de interesse; Score (9) Nao avaliavel. PD-L1 (célula

tumoral = CT, célula inflamatoria = CI [macrdofagos e linfocitos]).

Figura 3 — Distribuicao dos resultados de PD-L1 (célula tumoral = CT, célula inflamatoria =

CI), CD4, CDS8 e CD20.

A expressdao de PD-L1 apresentou score zero em 78%, score dois em 11%, score um
em 4%, score trés em 4%, score nove em 4% das células tumorais (CT).

Em células inflamatorias (CI = [macrdofagos e linfocitos]), a expressao de PD-L1 foi
score zero em 43% das células, score dois em 26%, score um em 22%, score trés em 6% e
score nove em 4%.

Expressao score um de CD4 ocorreu em 41% dos linfécitos, de score zero em 26%, de
dois em 24% e de score nove em 9% dos linfocitos.

Quanto a expressao de CD8 foi score um em 54% dos linfocitos, score zero em 22%,
score trés em 20% e score nove em 4% dos linfocitos.

Sobre a expressao de CD20, foi score zero em 56%, score um em 35%, score dois em
6% e score nove em 4% dos linfécitos.

Para comparar os resultados de PD-L1, CD4, CD8 e CD20 foi utilizado o Teste Exato

de Fisher. Segue a tabela com os respectivos resultados:
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Tabela 3 — Teste Exato de Fisher para expressdo de PD-L1 (célula tumoral = CT, célula
inflamatéria = CI) e CD4, CD8 e CD20.

CRUZAMENTOS p-VALOR
CTXCD4 *0,0094
CTXCDS 0,1128
CTXCD20 *0,0047
CIX CD4 *0,0003
CIXCDS8 0,3655
CIXCD20 *0,00006

*Resultados significativos = p-valor < 0,05.
Legenda: PD-L1 = célula tumoral (CT); célula inflamatoria (CI) = macrofagos e linfocitos. Dados brutos para
compilagdo desta tabela encontram-se em anexo.

A partir do Teste Exato de Fisher foi possivel verificar valores associados, ao nivel de
significancia de 5%, quanto a CT vs CD4 (p=0,0094), CT vs CD20 (p=0,0047), CI vs CD4
(p=0,0003) e CI vs CD20 (p=0,00006). Nao foi observado valores significativos entre CT vs
CD8 e Cl vs CDS8.

Avaliou-se também a associa¢cdo de imunoexpressdo de PD-L1 com os dados clinico-

patoldgicos que se apresentam a seguir.

Tabela 4 — Teste Exato de Fisher para PD-L1 com os dados clinico-patologicos.

CRUZAMENTOS p-VALOR
CT X CIRURGIA 0,2300
CT X ESVAZIAMENTO 0,7995
CT X LOCALIZACAO 0,3572
CT X HITOLOGIA 0,9177
CT X GRAU 0,1962
CT X BORDAS 0,0826
CT X INV CPESP 0,0925
CT X INV CPCAV 0,1393
CT X INV URETRA 0,4122
CTINV VAS 0,2213
CT X INV PERINEURAL 0,3826
CT X INDEX FINAL 0,4955
CT X PEIN 0,1901
CT X LIQUEN 0,2542
CT X HIPERPLASIA 0,5704
CT X COILOCITO 0,2814
CI X CIRURGIA 0,3807
CI X ESVAZIAMENTO 0,9811




Cont/ Tabela 4
CRUZAMENTOS p-VALOR
CI X LOCALIZACAO 0,2332
CI X HITOLOGIA 0,4882
CI X GRAU 0,4015
CI X BORDAS 0,1729
CI X INV CPESP 0,1678
CIXINV CPCAV 0,1564
CI X INV URETRA 0,6782
CIINV VAS 0,2689
CI X INV PERINEURAL 0,1574
CI X INDEX FINAL 0,1246
CI X PEIN 0,1919
CI X LIQUEN 0,2159
CI X HIPERPLASIA 0,4882
CI X COILOCITO 0,5406

20

Legenda: (INV CPESP) invaséo pela neoplasia em corpo esponjoso; (INV CPCAV) invasdo pela neoplasia em
corpo cavernoso; (PEIN) neoplasia intraepitelial peniana. Dados brutos para compilagdo desta tabela encontram-

S€ €m an€xo.

Nao foi encontrada nenhuma associacdo, ao nivel de significAncia de 5%, entre os

dados de imunoexpressdao de PD-L1, seja em células tumorais ou inflamatérias, em relagao

aos dados clinico-patoldgicos.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que cerca de um quinto dos pacientes testados
apresentaram imunoexpressao para PD-L1 em células neoplésicas e em mais da metade houve
expressdo em macrofagos e linfocitos do microambiente tumoral. Observamos também a
associacdo da imunoexpressdo de PD-L1 com a presencga de células CD4 (linfocitos T helper)
e CD20 (células B), do microambiente tumoral. No entanto, ndo observamos associagdo entre
a PD-L1 e células CD8, Quando comparamos a imunoexpressdo de PD-L1 com os dados
clinicos-patoldgicos, ndo observamos valores significativos.

Nao encontramos estudos que tenham feito a avaliagdo concomitante de PD-L1 com
os marcadores CD4, CD8 e CD20 em cancer de pénis. Acreditamos que nosso estudo seja o
pioneiro nesta abordagem. Agahozo et al. (2020) buscou identificar o papel dos linfocitos
infiltrantes de tumores (TIL) imunomarcados por CD4, CD8 e CD20 em carcinomas ductal da
mama e verificar sua associacdo quanto a expressdo de PD-L1 utilizando dois clones SP142 e
SP263, nos casos com alta densidade de TIL. A expressdao de PD-L1 (SP142) em células
tumorais foi associada ao subtipo tumoral, no entanto, apenas o clone SP142 apresentou
resultados significativos.

Todavia, evidenciamos que hd expressio de PD-L1 em células tumorais e
inflamatorias. Estas informagdes foram também verificadas num estudo de coorte com cerca
de 220 pacientes com cancer de pénis. Observou-se que 32,1% dos tumores ¢ 64,2% de TIL
expressavam PD-L1. Além disso, elucidou-se que pacientes com positividade para PD-L1 em
células tumorais e TIL demonstravam risco significativo de menor sobrevida especifica para
cancer e que o valor prognoéstico da expressdo de PD-L1 apresentou maior positividade nas
células tumorais (Davidsson et al. 2019).

No presente estudo ndo observamos associacdo entre PD-L1 e varidveis clinico-
patoldgicas, dentre elas a de maior relevancia a presenga de metdstases em linfonodos
regionais, porém existem dados que apontam que a maior expressdo de PD-L1 em células
tumorais esteja relacionada a maior risco de metastases linfonodal e pior progndstico (Udager
et al. 2016).

de Vries et al. (2019) observou em carcinomas de pénis, que alta expressao de PD-L1

e a infiltracdo de células T CD8 + , relacionando tais achados, em especial este ultimo a uma
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possivel resposta a imunoterapicos, porém em nosso estudo ndo observamos tal associa¢ao de
PD-L1 com CDS.

A presenca de TIL CD4, CD8, CD20 e a célula T regulatoria (Treg) que tem
imunoexpressao para Forkhead box P3 (FoxP3), ja foi demonstrada por nds em carcinomas de
pénis, bem como, o seu valor significativo de FoxP3 para pior sobrevida destes pacientes
(Vassallo et al. 2015). O presente estudo incrementa informagdes acerca do potencial
desenvolvimento do padrao efetor de Treg. Ha evidéncias de que a expressao de PD-L1 esteja
relacionada diretamente com a ativacdo de Tregs no microambiente tumoral (Wang et al.
2020). PD-L1 ¢ uma proteina transmembranar com a capacidade de suprimir o sistema
imunoldgico do hospedeiro, causando anergia da resposta imune antitumoral, com efeito,
podem estimulam o padrao efetor Treg (Diskin et al. 2020).

Nossos achados podem fomentar o uso de imunoterapia contra PD-L1 para pacientes
com cancer de pénis, selecionados por imunohistoquimica. Esta abordagem imunoterapéutica
j& tem sido amplamente utilizada em outros tumores como gastrointestinais, pulmonares e
genitourinarios (Herbst et al. 2016; Xie et al. 2019). Recentemente foi aprovado o uso de um
anticorpo anti-PD-L1, o KEYTRUDA® (pembrolizumab) para cancer de colo uterino. Os
estudos que subsidiaram esta aprovagdo mostram frequéncia de imunoexpressdao de PD-L1 na
média de vinte por cento das amostras estudadas (Karpathiou et al. 2019), semelhantes a
verificada por nos nas células tumorais de carcinoma de pénis. Atualmente ha em andamento
varios ensaios clinicos de imunoterapia em pacientes com cancer de pénis, com diferentes
anticorpos.

Nossos achados concluem que por imunohistoquimica PD-L1 foi expresso em cerca
de um quinto dos casos e se associou a uma resposta imune anérgica. Embora expresso na
minoria dos casos, a capacidade da célula neoplasica ter o inibidor de check-point com o
mecanismo de evasdo da resposta imune levanta a possibilidade de se testar a imunoterapia

como estratégia terapéutica em casos selecionados.



23

CONCLUSOES

Em células tumorais de CaPe ha imunoexpressdo de PD-L1 em cerca de um quinto dos
casos amostrados;

Ha associagdo entre a expressdo de PD-L1 nas células neoplédsicas e o niumero de
células CD4 ¢ CD20 no microambiente tumoral;

Nao hé associagdo entre a expressdo de PD-L1 nas células neopladsicas com a
densidade do infiltrado linfocitario CDS positivo;

Nao ha associacdo entre a expressio de PD-L1 pelas células neoplasicas e os

parametros clinico-patoldgicos avaliados.
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Apéndice 1 — Figuras 1 e 2. Dados brutos para analises estatisticas
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(A): Auséncia de imunoexpressdo de PD-L1 em células tumorais (CT) e células inflamatorias

(CI), ou seja, macrofagos e linfocitos.
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(B) Imunoexpressao de PD-L1 (clone 263) 2+ em CI.
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(D): Imunoexpressao de CD8 2+.
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(E): Imunoexpressdao de CD20 1+.
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