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RESUMO




Bachega Jr, W. Estudo da associagdo do virus papiloma humano e do
acumulo nuclear da proteina p53 com o acometimento metastatico dos
linfonodos regionais no cancer de pénis. Sao Paulo; 2000. [Tese de
Mestrado - Fundagao Antonio Prudente].

O cancer de pénis, embora raro em paises desenvolvidos, apresenta uma
incidéncia significativa em regides de baixas condi¢gbes sécio-econdémicas. O
carcinoma espinocelular corresponde ao tipo histolégico mais frequente,
presente em mais de 95% das neoplasias primarias deste orgao. Multiplos
fatores como a fimose, a ma higiene e a presencga do virus papiloma humano
(HPV) podem fazer parte do mecanismo de carcinogénese destes tumores.
Pela interagdo do HPV com a proteina p53, e pela importancia deste na
génese e prognoéstico de varios tumores, analisamos estes dois fatores
quanto a possibilidade de prognosticar o comprometimento neoplasico dos
linfonodos regionais nos pacientes portadores de carcinoma primario
invasivo do pénis. O comprometimento de linfonodos por doenca metastatica
é o fator prognostico mais importante desta neoplasia. Foram estudados
retrospectivamente 48 casos de carcinoma espinocelular de pénis. A idade
variou de 31 a 88 anos, com média de 61 anos. Foram analizadas as
possibilidades de associacao tanto do acumulo nuclear anormal da proteina
p53 quanto da presenca do HPV com o comprometimento metastatico dos
linfonodos regionais. A proteina p53 foi avaliada por imunohistoquimica,
utilizando-se o anticorpo monoclonal Pab1801. A presenca do HPV e sua
tipagem foram analisadas por PCR e hibridizagcdo com sondas especificas,
respectivamente. Foram correlacionados com o comprometimento linfonodal
as variaveis: presenca de HPV, acimulo da proteina p53, grau de
diferenciagao celular e 6bito pela doenga, através do teste Exato de Fisher e
o modelo de regressao logistica com analises univariadas e multivariadas,
para obtencao da estimativa do risco relativo para ocorréncia de linfonodos
comprometidos. Todos os pacientes que morreram pela doenca (15 casos)
apresentavam linfonodos comprometidos. Em 10 casos a imunohistoquimica
foi positiva para p53 e nao encontramos correlagao com o comprometimento
dos linfonodos regionais (p = 1). Encontramos uma correlagdo marginal com
a presenca de HPV e uma menor incidéncia de comprometimento de
linfonodo regional, juntamente com os tumores bem diferenciados, tanto na
analise univariada quanto na analise multivariada. Aplicando o modelo de
regressao logistica multivariado, observamos que tumores HPV positivos
apresentaram um risco relativo de 0,25 para a presenca de linfonodos
comprometidos (intervalo de confianga de 0,59 a 1,05 e p = 0,058) e que
tumores moderadamente diferenciados tiveram um risco relativo de 4,01
para apresentarem linfonodos comprometidos (intervalo de confianca de
0,89 a 18,07 e p = 0,071). Portanto, este estudo sugere que pacientes
portadores de carcinoma espinocelular de pénis invasivo associado com
HPV e/ou tumores bem diferenciados, apresentam uma menor possibilidade
de comprometimento metastatico dos linfonodos regionais.



SUMMARY




Bachega Jr W. Analysis of the association of the human papilloma virus
and the nuclear accumulation of the p53 protein with metastatic
involvement of the regional lymph nodes in the cancer of the penis. Séo
Paulo; 2000. [Tese de Mestrado - Fundagao Antonio Prudente].

Although rare in developed countries, carcinoma of the penis presents a
significant incidence in regions of low socioeconomic conditions.
Approximately 95% of penile carcinomas are of squamous cell origin. Several
factors such as uncircumcised men, poor hygiene and the presence of the
human papillomavirus (HPV) may contribute to the carcinogenesis of these
tumors. Conflicting data on penile cancer concerning interaction of the HPV
with the product of the p53 gene along with the compelling evidences of the
importance of the latter in carcinogenesis and prognosis of several cancers,
lead us to investigate both factors in a series of penile cancer patients
surgically treated at the Hospital do Céancer, Sdo Paulo. Our goal was to
determine the value of both molecular analyses, as well as histopathological
variables, as predictors of lymph node involvement in patients with primary
invasive penile carcinoma treated by penectomy. Lymph node involvement is
the most important penile’s cancer prognostic variable for disease
progression and disease-specific survival. We retrospectively studied 48
patients with of squamous cell carcinoma of the penis. Mean age was 61
years (ranging 31 to 88 years). We studied the association between the
abnormal nuclear accumulation of the p53 protein, as well as the presence of
the HPV with the presence of lymph node involvement, in penile cancer
patients treated by penectomy and subsequent inguinal lymph node
dissection. P53 nuclear accumulation was detected by immunohistochemistry
using the monoclonal antibody PAb1801. The presence of HPV was detected
and characterized by polymerase chain reaction (PCR) followed by
hybridization with specific probes. We carried out an analysis of the
association between and each of the following variables: p53 nuclear
accumulation, presence of HPV, nuclear grade, tumor stage and disease
specific mortality. For these analyses, we performed Fisher exact test and
univariate and multivariate analysis to obtain relative risk estimates of lymph
nodes involvement. All 15 patients that died in the follow-up period had lymph
node metastasis. Abnormal accumulation of the p53 were found in 10 cases
and no association with lymph node metastasis were found (p=1.0). The
presence of HPV or low grade tumors approached statistical significance as
protective variables to lymphatic metastasis, both in univariate and
multivariate analyses. The relative risk to node metastasis for patients with
HPV positive tumors was 0.25 (95% confidence interval 0,59 - 1,05; p =
0,058) and for intermediate grade tumors was 4,01 (95% confidence interval
0,89 - 18,07; p = 0,071). In conclusion, this study suggest p53 nuclear
accumulation has no prognostic value. In contrary, patients with penile
cancer with HPV infection or of low grade histology harbor lower risk of lymph
node metastasis.



INTRODUCAO




O cancer de pénis representa cerca de 0,4 a 0,6% dos canceres
que afetam o homem, incide mais freqlientemente em homens com idade
entre 50 a 70 anos, sendo que a média de idade ao diagnostico € de 58
anos. Menos frequente, mas nao desprezivel, € a incidéncia desta doenca
em individuos antes dos 40 anos de idade (22%). Raramente ocorre em
criangas (LOPES et al. 1994, RUSSO e GENEGA 2000).

O carcinoma espinocelular € o tipo histolégico mais frequente,
correspondendo a mais de 95% dos tumores penianos (BURGERS et al.
1992). O restante € representado por sarcoma, melanoma, carcinoma
basocelular e lesao metastatica (GENTIL et al. 1965).

Sua ocorréncia é rara nos paises desenvolvidos, € mais comum
nos em desenvolvimento. Nos Estados Unidos ocorre em 0,2 casos para
100.000 habitantes (WATERHOUSE et al. 1982). Nos paises da Asia, Africa
e América do Sul, corresponde a mais de 20% de todas neoplasias malignas
do homem e até 45% dos tumores malignos genitourinarios (RUSSO e
GENEGA 2000). No Brasil a incidéncia relativa de cancer de pénis & de
2,1% entre todas as neoplasias malignas no sexo masculino, sendo que a
distribuicéo para as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul
corresponde a 5,3%, 5,7%, 3,8%, 1,4% e 1,2%, respectivamente (BRUMINI
1982).

Um fator demografico interessante relacionado ao cancer de pénis
baseia-se na sua maior incidéncia nas regiées com menor desenvolvimento
socio-cultural. Observa-se uma associagao desta neoplasia com a presenca

de fimose nao tratada na infancia e mas condi¢des de higiene. Em estudo



realizado no Hospital A. C. Camargo em 97,3% dos 648 pacientes com
carcinoma de pénis analisados ndo eram postectomizados, sendo que os
pacientes remanescentes o foram somente na vida adulta (LOPES et al.
1993). Na populagao judaica, onde a circuncisdo é realizada ao nascer, o
carcinoma de pénis raramente ocorre. Contrariamente, populagdes nas
quais a postectomia é realizada na puberdade, como os mugulmanos, a
incidéncia € maior, comparavel com a dos nao postectomizados e de bons
habitos de higiene (LICKLIDER 1961, FREW 1967).

A acado do esmegma acumulado por um longo periodo produz
uma acgao inflamatéria crénica, criando um meio ideal para o crescimento de
bactérias como Mycobacterium smegmatis e do virus HPV, possiveis
envolvidos na génese dessa neoplasia. A maioria dos pacientes (69%) com
carcinoma peniano possui historia pregressa de balanite cronica (BISSADA
et al. 1986, BURGERS et al. 1992). A Mycobacterium smegmatis converte o
esterol do esmegma, sendo a sua atividade carcinogénica evidenciada em
animais de laboratério (PRATT-THOMAS et al. 1956). A. aplicagdo de
esmegma no colo do uUtero de camundongo favorece a formagdo de
carcinoma espinocelular (HEINS et al. 1956). A substancia carcinogénica do
esmegma ainda é desconhecida.

Dados epidemiolégicos sugerem a existéncia de algum fator
predisponente ao carcinoma de pénis transmitido por via sexual, a
semelhanga do que ocorre com o carcinoma do colo uterino. Mulheres de
pacientes portadores de carcinoma de pénis possuem um risco relativo 2,8 a

3,2 vezes maior do que a populagéo geral de desenvolver carcinoma do colo

(8]



do Utero. O inverso também é verdadeiro, isto &, conjuges de mulheres
portadoras de carcinoma do colo do Utero possuem uma incidéncia maior de
cancer de pénis e de condilomas que ocorrem no pénis ou na uretra distal
(GRAHAM et al. 1979, SMITH et al. 1980, CASTELLSAGUE et al. 1997).

Ha varios anos, estudos epidemiolégicos tem correlacionado a
atividade sexual como um fator de risco para a ocorréncia do carcinoma
cervical uterino. Tentando-se associar estes dois eventos, no final dos anos
60, o virus Herpes Simplex tipo 2, através de estudos soroepidemiolégicos,
foi indicado como o causador do carcinoma cervical uterino (RAWSLS et al.
1968, NAHAMIAS et al. 1970). Apdés 10 anos, com a evolugao da
identificagao viral, o HPV foi reconhecido como agente etiolégico desta
neoplasia (BOSHART et al. 1984, ZUR HAUSEN 1977, 1986, 1989) . Uma
grande variedade de manifestagdes clinicas da infecgao por HPV pode ser
identificada, desde lesdes subclinicas, verrucosidades, displasias de graus
variados e carcinomas.

Atualmente mais de 70 tipos de HPV sao descritos (De VILLIERS
et al. 1994), sendo os tipos 16 e 18 correlacionados com neoplasias em
maior freqiiéncia (SCHWARZ et al. 1985, BEAUDENON et al. 1987). A
presenga do HPV em carcinoma do colo do utero ocorre em 85 a 90% dos
casos. McCANCE et al. (1986) demonstraram a presenca do HPV em 27 de
53 (51%) casos de cancer de pénis, VILLA e LOPES (1986) demonstraram
em 8 de 18 (44%) casos. Os tipos predominantes foram o 16 e o0 18.

O papel de agentes infecciosos, incluindo viroses, no

desenvolvimento de tumores epiteliais foi inicialmente postulado por



BORREL (1903). ROUS em 1911 (citado por GRIFFITHS e MELLON 1999,
p.579) demonstrou que sarcoma de galinha podia ser experimentalmente
transmitido, o que lhe conferiu o prémio Nobel em 1966. O primeiro virus
correlacionado com tumores em humanos foi o Epstein-Barr, descoberto em
1964 nas células do linfoma de Burkitt, por Epstein. Posteriormente,
ANCHONG e BARR (citado por GRIFFITHS e MELLON 1999, p.579)
correlacionaram-no o com carcinoma indiferenciado de nasofaringe. Em
1940 suspeitava-se que a hepatite B estaria correlacionada com o
hepatocarcinoma e em 1979 foi detectado que o virus da hepatite B estava
integrado com o DNA do hepatocarcinoma (BRECHOT et al. 1980). Estima-
se que 15% dos canceres em humanos estéao correlacionados com infecgao
viral (ZUR HAUSEN 1986). Apesar da associagao viral na génese dessas
neoplasias, elas ndo sao consideradas contagiososas, tendo em vista o
tempo extremamente longo entre a infeccdo e o desenvolvimento da
neoplasia, e que a infecgéo viral por si s6 ndo é suficiente na génese do
cancer.

O HPV é predominantemente epiteliotropico, atinge a pele e
freqlientemente é encontrado na mucosa do trato anogenital, como vagina e
colo do utero. O mecanismo exato dessa seletividade pelo epitélio ainda nao
esta bem esclarecido. O HPV pertence a um subgrupo da familia
Papovaviridae. Pode ser encontrado infectando uma ampla variedade de
espécies animais, causando proliferagdes epiteliais benignas, e esta
correlacionado com varios tipos de canceres. Apresenta-se em forma de

particulas nao envelopadas icosaédricas que contém um genoma de dupla



fita circular, com 7500 a 8000 pares de bases (BAKER et al. 1991, ZUR

HAUSEN 1991) (Figura 1).

L1

L2

Figura 1 : Genoma do HPV 16

A infecgao do HPV ocorre por contato do virus com areas onde
ha perda da integridade da superficie do epitélio, estabelecendo-se na
camada basal (STOLER e BROKER 1986). Com o processo de
diferenciacdo e maturagdo celular da pele ou mucosa, o virus atinge

camadas mais diferenciadas, que finalmente fardo o empacotamento do



DNA viral gerando particulas virais. Estes virus promovem um estimulo a
proliferagdo das células epiteliais, levando a formagdo de tumoragdes e
verrucosidades. Nos processos benignos este estimulo de hiperproliferagéo
é limitado e regride espontaneamente (PFISTER e FUCHS 1987, ZUR
HAUSEN 1988).

A organiza¢ao molecular do genoma do HPV pode ser dividida
em regides com estruturas génicas semelhantes, chamadas de precoces e
tardias. Em geral, nove a dez genes sdo encontrados por genoma, sendo 7
ou 8 na regiao precoce ("Early" - E) e dois na tardia ("Late" - L). As porcdes
do genoma viral com capacidade de codificar proteinas, sdo denominadas
de sequéncias de leitura aberta ou "open reading frames" (ORF) (SMOTKIN
1989). Os genes precoces estdo envolvidos na replicagdo do DNA viral (E1
e E8), no controle da transcricdo (E2 e E8) e na transformacéo celular (E5,
E6 e E7). A regiao dos genes tardios (L1 e L2) codificam as proteinas do
capsideo, L1 € a principal proteina de capsideo, com peso molecular entre
53 a 59 kDa e L2 com aproximadamente 70 kd. Entre L1 e E6 esta uma
regiao de 500 a 1000 pares de bases, que representa 10% do genoma viral,
responsavel pelos elementos reguladores de transcricao e replicacao virais,
a "Long Control Region" (LCR), também conhecida como "Upstream
Regulatory Region" (URR) ou "Non-Coding Region" (NCR) (HOWLEY et al.
1993) (Figura 1). O gene E1 inicia a replicagdo do genoma viral, e codifica
dois polipeptideos de 68 e 27 kd. A proteina de 68 kd liga-se a uma
sequéncia especifica dentro da origem de replicagédo e € fundamental para

que esta ocorra (SPALHOLZ et al. 1993). O gene E2 regula a transcricdo e



replicacdo dos genomas do HPV e promove, na LCR, uma repressao do
promotor (P97 no HPV-16) dos genes E6 e E7 (ROMANCZUK et al. 1992).
Estas proteinas, E6 e E7, dos HPVs de alto risco, sdo as principais
responsaveis pelas fungdes imortalizantes desses virus (BAKER et al.
1987). O gene E4 esta envolvido na maturacéo e liberacéo das particulas do
HPV.

A diferenca basica dentre os mais de 70 tipos distintos de HPV,
encontra-se nas regides E6/E7 e L1, podendo ser classificados em tipos,
subtipos e variantes, quanto a homologia do seu genoma nas regides E6/E7
e L1. Os tipos sao classificados quando a homologia € menor que 90%, um
subtipo quando a homologia esta entre 90% a 98%, ja uma variante quando
a homologia é maior que 98% (GRIFFITHS e MELLON 1999).

Cerca de 30 tipos diferentes de HPV sao encontrados em lesdes
genitais e com alta associagdo a lesbes malignas. O tipo mais
freqientemente associado a lesdes malignas € o HPV 16 em 40% a 60%
dos casos, seguido pelo HPV 18 em 10 a 20% dos casos (ZUR HAUSEN
1994). Os considerados de baixo risco estdo associados
predominantemente com lesées benignas. Desta forma, o HPV também
pode ser dividido em trés grupos de acordo com a associagdo a lesbes
malignas em: baixo risco, os HPV 6 e 11; risco intermediario, HPV tipo 33,
35, 51 e 52; e os de alto risco, tipos 16, 18, 45 e 56 (LORINCZ et al. 1992).

Os HPV 16, 18 e 31 sao tipos freqiientemente associados a
lesées no trato anogenital com potencial para progressdo maligna, podem

imortalizar culturas primarias de queratinécitos normais, enquanto que os



tipos 6 e 11 ndo. No processo de imortalizagdo de queratinécitos humanos
normais, foi demonstrado que os HPV 16 e 18 promovem desenvolvimento
alterado de diferenciagdo, gerando células altamente proliferantes que
continuam a se dividir indefinidamente sem se diferenciarem (SCHLEGEL et
al. 1988). No entanto ndo séo consideradas transformadas (com fenétipo de
neoplasia maligna), pois ndo conseguem gerar a formagao de tumor em
animais atimicos. Torna-se evidente que sdo necessarias etapas adicionais
para a transformagdo dessas células em malignas, como por exemplo a
ativacdo de oncogenes ou inibicdo de genes supressores (STOREY et al.
1988). Varios estudos evidenciam uma ativagao pelas proteinas E6/E7, nos
tipos 16 e 18, do oncogene ras, induzindo a transformacdo maligna de
células em culturas primarias. Células imortalizadas por HPV 16 ou 18 apos
a introdugdo do oncogene Ha-ras ativado, formam carcinoma espinocelular
quando injetadas em camundongos atimicos (DIPAOLO et al. 1989). A
proteina E6 de HPV de alto risco tem sido correlacionada na ativacao da
telomerase, um mecanismo potencial para imortalizacao HPV induzida
(KLINGELHUTZ et al. 1996).

A proteina E7 é uma fosfoproteina nuclear, de 98 aminoacidos.
Possui grande afinidade com a proteina produzida pelo gene supressor de
tumor retinoblastoma (pRb). A pRb tem como funcéo principal bloquear a
progressao do ciclo celular em G1/S. O estado de fosforilagao de pRb varia
durante o ciclo. Em seu estado ativado, a pRb é hipofosforilada e se liga a
varios fatores de transcricdo, principalmente os da familia E2F. A proteina

E7 liga-se a forma hipofosforilada de pRb, revertendo sua funcgao



supressora, liberando E2F do complexo para que possa ativar a transcricao
de diferentes genes. Portanto o ciclo celular progride, mantendo a célula
hospedeira em constante estado replicativo e favorecendo a replicagao do
DNA viral (DYSON et al. 1989, TOMMASINO et al. 1993, BOYER et al.
1996).

A proteina E6 é formada por 151 aminoacidos e pode se associar
a proteina supressora de tumor p53, promovendo bloqueio de sua funcéo e
degradacao da mesma. A interagdo de E6 com p53 requer um fator celular
adicional, a proteina E6-AP ("E6-associated protein") (HUIBREGTSE et al.
1993). Essa proteina se liga ao p53 selvagem, promovendo a interagao com
E6 e induzindo a degradagédo da proteina p53. Este fato explica baixos
niveis de proteina p53 em linhagens derivadas de carcinoma cervical e
linhagens de queratinécitos humanos imortalizados pelo HPV (SCHEFFNER
et al. 1991).

Durante a infecgdo viral, o DNA do HPV de alto risco pode
integrar-se com o DNA da célula do hospedeiro (YEE et al. 1985, DURST et
al.1987). Esta integragao ocorre ao acaso no DNA deste hospedeiro, sem
um local especifico (YEE et al. 1985). Neste processo, ocorre ruptura da
estrutura anelar do virus, ao nivel do gene E2, que & o responsavel pelo
controle negativo das regides promotoras dos genes E6 e E7. A perda deste
controle negativo se traduz num aumento da expressao destes genes com
aumento da produgdo das proteinas E6 e E7, que se ligam as proteinas

supressoras de tumor p53 e pRb respectivamente, causando inativacao das



mesmas (THIERRY et al. 1987, ROMANCZUK et al. 1992, DOWHANICK et
al. 1995).

Mutagbes no gene p53 sdo freqlientes em tumores solidos,
porém o carcinoma génito-anal € uma excecao, talvez pelo fato do HPV
bloguear a agao do p53, sendo esta uma via alternativa para inativagao do
mesmo, na carcinogénese destes tumores (CHEN et al. 1993).

O gene p53 esta localizado no brago curto do cromossomo 17
(17p), € constituido de 11 exons, possui 20 kb e traduz uma proteina
composta por uma cadeia de 393 aminoacidos de 53 kd. A protéina p53 foi
descoberta em 1979 como uma proteina que se precipitava em associagao
com o antigeno T-grande, em extratos de tumores induzidos pelo virus SV40
(virus simeo) (LANE e CRAWFORD 1979, LINZER e LEVINE 1979). A
proteina p53 formava um complexo com o produto do gene SV40, sendo
esta interacdo importante para a transformacao das células. Inicialmente o
pS53 foi denominado de antigeno tumoral. Estudos com DNA gendmico e
DNA complementar de p53 em cultura de fibroblastos embrionarios de
roedores observaram que este apresentava a capacidade de imortalizar as
células e quando em agdo conjunta com o oncogene ras causava
transformacdo destas células (JENKINS et al. 1984), sendo entdo
considerado um oncogene. Posteriormente, apdés experimentos de
transfeccdo com p53 selvagem em linhagens celulares tumorais,
evideciaram uma redugdo ou parada da proliferagdo celular, sendo entéo

denominado de gene supressor (MERCER et al. 1990, DONEHOWER et al.
1992).
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Foi observado aumento da expressdo deste gene em situagdes
de danos no DNA, como por exemplo decorrentes de radiacao ultra-violeta
ou gama, presenca de radicais livres, reparando-o ou induzindo-o a morte
celular programada, ativando a transcricdo de varios genes. Assim, a
proteina p53 ativa a proteina p21 que promove a parada do ciclo celular em
G1, interagindo com o sistema p16-ciclina D1-cdk4-RB (LI et al. 1994).
Geralmente um destes quatro genes encontra-se mutado em quase todas as
neoplasias malignas. O p16 € o regulador negativo do complexo ciclina-cdk.
A proteina do gene retinoblastoma (Rb) liga-se a complexos ciclina D1-cdk4
para regulagao do ciclo celular (Figura 2). A proteina Rb regula o complexo
E2F-DP, a qual regula uma seqiiéncia de genes que codificam as ciclinas A
e E e a proteina PCNA, necessarias para a iniciagao da fase S do ciclo
celular. A proteina GADD45 também se liga ao PCNA, servindo como um
substituto da atividade do p21, ela interage com o antigeno nuclear de
proliferacao celular, o qual € um importante co-fator da sintese replicativa do
DNA (DENG et al. 1995).

O pS53 esta associado a diversos tumores, em aproximadamente
50% das neoplasias humanas. Estudo de seu seqiienciamento revelou um
espectro de mutagdes que produzem uma proteina defeituosa, sendo
mutagdes de ponto as mais freqientes. Raramente dele¢des do gene, que
causam auséncia da proteina, sdo descritas. A maior parte das mutagées
estao localizadas entre os exons 5 a 8. Em analise da distribuicdo de 560
mutagdes no gene pS3 observou-se que 87% estavam localizadas entre os

exons 5 a 8, 8% no exon 4 e 4% no exon 10 (PINHEIRO 1996).
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Figura 2: A - Modelo esquematico do ciclo celular
B - Modelo esquematico das oncoproteinas do HPV

(Adaptado de FERREIRA e HADDAD 1999)
A proteina p53 esta dividida estruturalmente em 4 dominios. O

primeiro dominio & constituido pela seqiiéncia aminoterminal, que sdo os

primeiros 42 aminoacidos iniciais. Este dominio apresenta a atividade de
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transcricdo, que € regulada negativamente pela proteina do adenovirus E1B
e pela proteina humana MDM2 (LIN et al. 1994, KUSSIE et al. 1996). O
segundo dominio é de ligagdo do DNA e esta localizado entre os residuos de
aminoacidos 102 a 292. A manutengdo da conformagao espacial deste
dominio é de fundamental importancia para a sua interagéo direta com o
DNA. Noventa porcento das mutagdes do tipo missense ocorrem neste
dominio, sendo as mais freqientes R248 e R273, levando a perda da
capacidade do p53 de ativar outros genes. Mutacgdes entre os codons 212 a
217 causam uma alteragao da estrutura terciaria da proteina, o que também
leva a perda de sua atividade. O terceiro dominio € de oligomerizagédo. A
proteina p53 selvagem age em tretameros e para tanto, € necessario a
manuteng¢do das seqléncias entre os codons 324 e 355. A formacao de
tretdmeros € importante para sustentacao da sua atividade de transcricdo
(JEFFREY et al. 1995, CHEO et al. 1996, CHEO et al. 1997). O quarto
dominio compreende os Ultimos 26 aminoacidos, denominado
carboxiterminal. Esta seqUiéncia da proteina apresenta-se livre para a
identificacao e ligacao com segmentos complementares de DNA e RNA. A
ativagao das suas principais funcdes de "guardido" do genoma pode ser
intermediada por esta regidao. Assim, os produtos de lesdo do genoma, como
fragmentos curtos de fita uUnica de DNA, ligam-se ao dominio
carboxiterminal, ativando o dominio central para a ligagdo com sitios
especificos do genoma. Outra funcdo deste dominio € de catalisar a
reassociacao das fitas Unicas do DNA (JAYARAMAN e PRIVES 1995). Ele

se liga as terminagées do DNA, bem como as algcas de delecdo do mesmo



decorrentes de erros de replicagdo e desencadeia um processo de
reparacao (LEE et al. 1995).

Na célula normal a proteina p53 esta em baixas concentragées e
apresenta uma meia vida curta, em torno de 20 minutos. Em situacgdes de
dano ao DNA, ocorre um aumento na concentragdo da proteina decorrente
do aumento de sua meia vida ou de sua expressdo, os quais s&o
proporcionais a intensidade deste dano (LU et al. 1998). A hip6xia & um fator
de ativagdo da expressao da proteina p53. Sugere-se que clones malignos
em fase inicial podem ser abortados por falta de uma neovascularizagao
adequada decorrente da expressdo da trombospondina, um fator
antiangiogénico, ativado pelo p53 (HOLMGREN et al. 1998, AOTAKE et al.
1999, D'AMICO et al. 1999, TYNER et al. 1999).

A maioria das mutagdes no p53 ocorrem no dominio de ligagéo ao
DNA. Isto pode significar que a ativagdo de diversos genes mediada pelo
p53 sao fatores criticos na formacgao do cancer. Alguns canceres superam a
funcao antitumoral do p53, sem a presenga de mutacbes neste gene.
Portanto, a perda da funcao do p53 pode ser decorrente de fatores outros
além das mutagdes no proprio gene. A inativagdo do p53 normal pode ser
decorrente da amplificacdo do gene MDM2, que ocorre em 30% dos
sarcomas (OLINER et al. 1992, CORDON-CARDO et al. 1994, LATRES et
al. 1994). Alguns fatores citoplasmaticos poderiam impedir a migragao do
p53 do citoplasma para o ndcleo, presente em alguns casos de tumores de
mama e neuroblastoma. A proteina p53 pode apresentar uma degradacgao

aumentada em associagdo a oncoproteinas virais, como a associagéo a
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proteina E6 produzida pelo HPV. Estudo em vitro verificou que a formagao
do complexo E6-p53 leva a degradagao acelerada do p53 envolvendo o
sistema de protedlise dependente de ubiquitina (CIECHANOVER et al.
1991).

Fortes evidéncias sugerem a importancia do p53 no prognostico e
na qualidade da resposta as terapéuticas adjuvantes para os canceres que
acometem os humanos. A terapia adjuvante ao céancer habitualmente
baseia-se na indugdo de danos ao DNA das células. O p53 normal parece
atuar complementando as agdes dessas terapias, induzindo a apoptose na
presenca de lesbes do DNA. Esta inducédo da apoptose ndo ocorre nos
tumores onde a proteina p53 esta alterada. Teoricamente pacientes
portadores de neoplasias com inativagdo do p53 apresentariam uma
resisténcia as terapias adjuvantes, com implicacdes prognoésticas relevantes,
como no tratamento do cancer de pulmao, célon, reto, bexiga e préstata
(APRIKIAN et al. 1993, EASTHAM et al. 1995, AAS et al. 1996, KOMIYA et
al. 1999, WEN et al. 1999).

Estudos do p53 poderiam permitir a adequacao terapéutica para
esses tumores agressivos e individualizar o tratamento para cada paciente,
ajustando-se a terapéutica as caracteristicas determinantes de mau
prognostico, diminuindo assim as chances de progressao e letalidade.

Em carcinoma do colo do Gtero alguns estudos evidenciaram uma
freqiiéncia de 100% de mutagéo do p53 nos casos onde ndo havia infecgao
por HPV e raramente nos casos com HPV positivos (CROOK et al. 1991,

1992, SCHEFFNER et al. 1991, SRIVASTAVA et al. 1992). Outros estudos



nido confirmaram tal diferenca drastica, porém evidenciaram o reduzido
numero de mutagoes em HPV positivos de 4% e de 15% em HPV negativos
(BORRESEN et al. 1992, CHEN et al. 1993). Na série de pacientes onde
este trabalho teve origem, foi encontrada imunorreatividade para o p53 em
26% de 58 casos, sendo 6 (24%) dos 25 casos HPV positivos e 9 (27%) de
33 casos HPV negativos (LEVI et al.1998). Outro estudo encontrou 17 (40%)
de 42 casos com p53 positivo, nenhum caso de carcinoma Verrucoso
apresentou alteragcdo e todos os casos de imunorreatividade positiva para
p53 eram HPV positivos (LAM et al. 1995), em contradi¢ao ao que acontece
nas pacientes com carcinoma do colo do Gtero. Entretanto, nenhum destes
estudos correlacionou a alteragdo da proteina p53 com o prognostico.

O principal fator prognéstico em cancer de pénis, € o
comprometimento dos linfonodos regionais. A sobrevida média em 5 anos
para pacientes sem metastases linfaticas € de 66% e para os com
metastases é de 27% e quando estas nao sao tratadas raramente
sobrevivem mais que 2 anos ap6s o diagnéstico (SUFRIN e HUBEN 1987).
As cadeias linfaticas inguinais sdo os principais sitios de disseminacao da
doenca (BEGGS e SPRATT 1964, POMPEU 1993, SOUZA 1993). As
metastases hematogénicas sao raras e ocorrem em 1% a 10% dos casos
(STAUBITZ et al. 1955, RIVEROS GOROSTIAGA 1962, CAVALCANTI
GENTIL 1966, DERRICK et al. 1973). Na evolugado natural, os linfonodos
metastaticos crescem infiltrando o feixe vasculo-nervoso iliaco ou femoral,
podendo também infiltrar a pele, ulcerar e infectar. As principais causas de

morte sao por comprometimento local e regional, devido a hemorragia por
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ruptura de grandes vasos, sepsis € caquexia, ocorrendo num periodo médio
de dois anos (BEGGS SPRATT 1964, SKINNER et al. 1972, DERRICK et al.
1973, POMPEU 1993).

A presenca de linfonodos inguinais palpaveis na ocasiao do
diagnostico do tumor primario varia de 20% a 96% e em média de 58% dos
pacientes (SUFRIN e HUBEN 1987). Cerca de 50% dos linfonodos inguinais
clinicamente tumorais ndo apresentam comprometimento anatomopatolégico
pela neoplasia (BEGGS e SPRATT 1964, CATALONA 1980). Por outro lado
20% dos pacientes com linfonodos clinicamente normais apresentam doenga
microscépica (BEGGS e SPRATT 1964, deKERNION et al. 1973). Devido a
este fato, uma das alternativas para o diagnéstico do comprometimento
linfonodal da regidao inguinal é a realizagdao de linfadenectomias inguinais
bilaterais profilaticas de rotina, apés a amputacdo do pénis nos casos de
tumores infiltrativos.

As linfadenectomias ilioinguinais sdao acompanhadas de altos
indices de morbidade, variando de 30% a 86,6% (BEGGS e SPRATT 1964,
SKINNER et al. 1972, GURSEL et al. 1973, KAMAT et al. 1993). As
principais complica¢des sao: necrose do retalho em 14% a 16%, infecgéo da
ferida operatéria em 10%, seroma e linfedema irreversiveis em 19% a 50%
dos casos (HERR 1992).

As decisbes terapéuticas baseadas na avaliagdo clinica dos
linfonodos, mesmo com ultra-sonografia, tomografia computadorizada,
linfografia ou exame clinico possui altos indices de falso positivo e falso

negativo. A bidpsia do linfonodo sentinela despertou grande interesse inicial,
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porém atualmente mostrou ndo ser confidvel e até pode prejudicar a
evolucao do paciente (LOPES et al 1996).

Lopes et al (1996) numa série de 268 linfadenectomias
analisaram fatores anatomopatolégicos que influenciaram na ocorréncia de
metastases linfaticas sendo o principal fator a presengca de embolizagao
linfatica e venosa. Neste estudo, avaliamos a associagcédo entre a presenca
do virus papiloma humano com o acimulo nuclear anormal da proteina p53
correlacionando-os com a incidéncia de metastase linfonodal no carcinoma

espinocelular de pénis.
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OBJETIVO

Correlacionar o comprometimento mestastatico dos linfonodos
regionais com a presenga do virus papiloma humano e o acimulo nuclear

alterado da proteina p53 no carcinoma de pénis.

JUSTIFICATIVA

O cancer de pénis possui um mau prognostico quando ha
envolvimento linfonodal. A progressao desta doenca geralmente é locorregional,
principalmente para os linfonodos e raramente com metastases viscerais. A via
de disseminacdo mais freqiiente é para as cadeias linfaticas inguinais e iliacas,
sendo o comprometimento desses linfonodos a principal causa de morte na
evolugdo da doenga. Portanto, € de fundamental importéncia o conhecimento
do estado linfonodal quanto ao comprometimento metastatico, para uma
abordagem terapéutica adequada e estabelecimento do progndstico.

O exame clinico para o estadiamento dos linfonodos inguinais é
falho, e ndao ha atualmente exames de imagem ou outros métodos nao
invasivos para a avaliagdo do comprometimento linfatico, sendo uma opcéao a
realizacao de linfadenectomias profilaticas. Porém essa cirurgia possui uma alta
taxa de morbidade, interferindo com grande freqiéncia na qualidade de vida do
paciente. Nos casos onde ha a suspeita de comprometimento neoplasico,
aproximadamente 50% nao estao e cerca de 20% dos casos onde a avaliagao
clinica do linfonodo é negativa, o0 mesmo esta comprometido. Portanto, se a
linfadenectomia profilatica for realizada de rotina, um grande numero de
cirurgias possuirao linfonodos negativos, por outro lado, o exame clinico possui
uma alta taxa de falso positivo e falso negativo.

A intencado deste estudo € analisar um provavel fator preditivo, nao

invasivo, para uma possivel correlagao entre a presenca de HPV e a alteragao
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da expressao da proteina p53 com o comprometimento dos linfonodos regionais
no cancer de pénis, possibilitando um melhor conhecimento da biologia desta

patologia.
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CASUISTICA E METODOS




Foram estudados 48 pacientes portadores de carcinoma
espinocelular de pénis. Os pacientes foram atendidos inicialmente pelo
Departamento de Cirurgia Pélvica do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital
do Cancer A. C. Camargo, da Fundagao Antonio Prudente, em S&o Paulo,
Brasil, entre o periodo de 1984 a 1992, e seguidos até fevereiro de 2000.

As pecgas operatorias provenientes dos produtos de amputagéo do
pénis foram encaminhadas ao Servico de Anatomia Patoldgica, sendo
conservadas em blocos de parafina ou o material fresco foi mantido congelado
a - 70 °C. A partir deste material, foi avaliado o acimulo nuclear da proteina p53
e a presenca e tipagem do HPV.

Os dados referentes ao diagnéstico, estadiamento, tratamento e
seguimento, foram coletados dos prontuarios do Servico de Arquivo Médico e

Estatistico do Hospital.

CRITERIOS PARA ELEGIBILIDADE AO ESTUDO

-Paciente com diagnéstico histolégico de carcinoma espinocelular do pénis.
-Paciente submetido ao tratamento cirtrgico radical do tumor primario.
-Informacdo anatomopatolégica do estado dos linfonodos, ou evidéncia
indubitavel ao exame fisico de comprometimento tumoral, ou seguimento clinico
minimo de 2 anos para os casos onde inicialmente, ao exame fisico, nao foi

observada metastase linfonodal.
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-Avaliagao da expresséo nuclear da proteina p53 por imunohistoquimica e da

presenca do HPV por reagao de polimerizagdo em cadeia (PCR).

DADOS DEMOGRAFICOS

A idade variou de 31 a 88 anos, com média de 61 + 13,5 anos e

mediana de 62 anos. Vinte e nove pacientes eram brancos, 16 mulatos e 3
negros. Quarenta e dois pacientes apresentavam vida conjugal e 6 ndo, porém
nao havia informagoes sobre o nimero de parceiros sexuais. A distribuicdo da
procedéncia do paciente foi: 36 pacientes da regidao sudeste, 8 do nordeste, 3

do centro-oeste e 1 da regiao sul.

DADOS CLINICOS

AVALIACAO CLINICA:

A avaliagao clinica foi realizada através de anamnese e de exame
fisico, com atengdo especial em relagdo ao tumor primario e a presencga de
linfonodos inguinais clinicamente tumorais, suspeitos ou ndo comprometidos,
estabelecendo-se portanto, o estadiamento local com respeito ao tumor

primario e estado linfonodal.



O critério utilizado para o estadiamento € o proposto pela Uniao
Internacional Contra o Cancer TNM (HARMER 1978):
Tumor primario (T)
TX tumor primario ndo pode ser avaliado
TO sem evidéncia do tumor primario
Tis carcinoma in situ
T1 tumor de 2 cm ou menos em sua maior dimensao. Estritamente superficial
ou exofitico
T2 tumor maior que 2 cm, mas nao ultrapassa 5 cm na sua maior dimensao
T3 tumor maior que 5 cm na sua maior dimensao ou com extensao profunda
incluindo a uretra

T4 tumor invade outras estruturas adjacentes

Linfonodos regionais (N)

NX linfonodo regional nao pode ser avaliado

NO linfonodo regional sem metastases

N1 metastase em linfonodos regionais unilaterais e moveis
N2 metastases em linfonodos regionais fixos

N3 metastases em linfonodos inguinais ou pélvicos, uni ou bilaterais

Metatases a distancia (M)

MX metastases a distancia ndo podem ser avaliadas



MO sem metastases a distancia

M1 metastases a distancia

A distribuicdo dos pacientes, ap6s avaliagdo clinica, utilizando-se a

classificagdo do TNM foi:

1) em relagao ao tumor primario (T)
T1-7(14,6%),

T2 - 17 (35,4%),

T3-19(39,6%) e

T4 -5 (10,4%).

2) em relagdo ao estado dos linfonodos (N):
NO - 26 (54,1%),

N1 - 09 (18,8%),

N2 - 11 (22,9%) e

N3 - 02 (4,2%).

3) em relagéo a presenca de metastases todos casos foram MO inicialmente.
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ABORDAGEM TERAPEUTICA

O tumor primario foi tratado com cirurgia em todos os casos. O
principio geral foi a ressecgao total do tumor com margem macroscopica
minima de 2 cm. Nos tumores estadio T1, quando possivel, foi realizada a
resseccao local ou amputacdo parcial. Nos estadios T2 e T3 foi feita a
amputagao parcial ou total do pénis.

Nos pacientes sem suspeita clinica de comprometimento metastatico
dos linfonodos, foi realizada a linfadenectomia profilatica inguinal ou foram
seguidos clinicamente. Os linfonodos foram avaliados pelo cirurgido no intra-
operatorio. Linfonodos suspeitos macroscopicamente foram encaminhados ao
exame anatomopatolégico de congelagdo. Os casos com comprometimento
metastatico comprovado por anatomopatolégico dos linfonodos inguinais, foram
submetidos no mesmo ato operatério a linfadenectomia das regides iliacas e
obturadoras bilaterais.

A linfadenectomia terapéutica inguinal e/ou iliaca, unilateral ou
bilateral dependendo da cadeia comprometida, foi feita na presenca de
linfonodos suspeitos ou clinicamente caracteristicos de infiltragéo tumoral.

A linfadenectomia paliativa foi realizada apenas com a finalidade
higiénica em certos casos e para controle de sangramento local ou de dor.

Foram realizadas 18 linfadenectomias, sendo 10 unilaterais e 8
bilaterais, 6 com intengdo profilatica e 11 terapéutica. Em 1 caso foi realizada a

linfadenectomia paliativa com intencgao higiénica.



Os casos com estadio T4 ou N3 foram submetidos a quimioterapia
neoadjuvante com a intengéo de redugdo da massa tumoral e possibilitar a sua

ressecgao.

EXAME ANATOMOPATOLOGICO

As pecas operatoérias foram fixadas em formol a 10% e avaliadas
quanto a extensdo e profundidade do comprometimento do 6rgédo, para se
estabelecer os critérios de estadiamento. Cortes representativos da peca
operatéria com a margem de ressecc¢ao foram incluidos em parafina e corados
pela hematoxilina-eosina. Em todos os pacientes o diagnéstico prévio de
carcinoma espinocelular foi confirmado pelo estudo anatomopatolégico.

O grau de diferenciacao celular foi classificado em: 1) grau | - bem
diferenciado - com poucas mitoses, pequeno grau de anaplasia, evidente
queratinizacdo e presenga de pérolas corneas; 2) grau Il - moderadamente
diferenciado - numerosas mitoses com atipias e pleiomorfismo celular, pérolas
corneas escassas ou ausentes; 3) grau lll - pouco diferenciado - mitoses
atipicas e frequentes, acentuado pleiomorfismo e hipercromasia com
predominio de células pequenas alongadas e indiferenciadas.

Dos 48 tumores avaliados, 33 (68,8%) foram bem diferenciados (grau

), 13 (27,1%) foram moderadamente diferenciados (grau IlI), 1 pouco



diferenciado (grau Ill) e em 3 casos ndo foi possivel obter o grau de

diferenciacao.

EVOLUGAO CLINICA DOS PACIENTES

O acompanhamento dos pacientes foi realizado através de consultas
ambulatoriais mensais no primeiro semestre, bimensais no segundo semestre,
trimestrais no 22 e 3° ano e apds anuais. Todos os pacientes foram orientados
quanto aos sinais clinicos de uma provavel recorréncia e quanto a necessidade
de retornar ao servico.

Nas consultas foram avaliados de forma sistematica os seguintes
sinais e sintomas: presengca de dor em hipogastrio ou membros inferiores,
aparecimento de ndédulo cutdneo, dificuldade miccional, emagrecimento,
dispnéia, tosse ou hemoptise. No exame fisico foi avaliado o coto peniano
quanto a presencga de nddulos, lesdes ulceradas e quanto a regido do implante
uretral. Também foram realizadas palpacao abdominal e avaliagdo das cadeias
linfaticas cervicais, supraclaviculares, axilares e inguinais. Radiografias
toracicas foram feitas anualmente.

Durante o seguimento os pacientes foram classificados da seguinte
forma: 1) paciente assintomatico sem indicios de recorréncia da neoplasia, 2)

paciente vivo com doenga neoplasica em atividade, 3) 6bito decorrente da



doenca neoplasica ou de complicagbes da terapia, 4) obito decorrente de
causas nao relacionadas diretamente a neoplasia ou a sua terapia.

O tempo de seguimento em anos foi de: 0,3 a 12,7, média de 5,34 +
3,93 e mediana de 3,96. Para os linfonodos negativos, o tempo de seguimento
em anos foi de: 2,25 a 12,6, com média de 7,15 + 3,6 e mediana de 6,6. No final
deste estudo a situacdo dos pacientes era: 24 (50%) vivos sem doenga e
nenhum com doenca em atividade, 15 (31,2%) morreram pela doenga e 9

(18,8%) morreram por outras causas.

ESTUDO DO HPV E p53
A avaliagao da presenga e tipagem do HPV e da expressédo da

proteina p53 foram realizados por Levi JE, Rahal P, Sarkis AS, Villa LL no

Instituto Ludwig de Pesquisa ao Cancer (LEVI et al. 1998).

REACAO DE POLIMERIZAGAO EM CADEIA (PCR) PARA DETECGAO DO

HPV E TIPAGEM POR HIBRIDIZACAO COM SONDAS ESPECIFICAS

Inicialmente o DNA do tecido tumoral conservado por congelagéo (n

= 24) foi extraido a partir da técnica que utiliza proteinase K-fenol-cloroférmio
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(VILLA e LOPES 1986). O DNA de tecido conservado em parafina (n = 24) foi
extraido através cortes de 6 um dos blocos de parafina e submetido a
sucessivas lavagens com alcool. Este material foi digerido com proteinase K por
3 horas a 55 °C e fervido para inativar a enzima. Um microlitro do sobrenadante
foi empregado na PCR.

Condig¢des da PCR: 1 uL de DNA, 40 nM dos primers GH20/PCO4
(SAIKI et al. 1986), foram utilizados para amplificar um segmento com 268
pares de bases do gene da B-globina, com o objetivo de ser um controle interno
da reacao, a fim de verificar a integridade do DNA e evitar resultados falsos
negativos para o HPV.

Em reagéo separada: 1 uL. de DNA e 760 nM de cada um dos 3 set
de primers especificos para HPV, foram utilizados para amplificar seguimentos
com 116, 111 e 107 pares de bases correspondentes ao gene E6 do HPV. A
sequéncia dos primers esta descrita abaixo:

HPV — 16 sense : 5’5ATGTTTCAGGACCCACAGGA3’
HPV — 16 antisense: 5CTCCTGTGGGTCCTGAAACAT3'
HPV — 18 sense: 5ATGGCGCGCTTTGAGGATCC3’
HPV — 18 antisense: 5CTCCTGTGGGTCCTGAAACAT3
HPV —6/11 sense: 5ATGGCGCGCTTTGAGGATCC3'

HPV — 6/11 antisense: 5 TACACAGGTTATTTCTCATGTC3’
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Todas as reagbes continham uma mistura de 10 mM de Tris-HCI pH
8,3, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM dos 4 dNTP, e 0,5 U da enzima
Tag DNA polimerase (CENBIOT, Brasil). Ciclos da PCR: 1 ciclo de 5§ minutos a
94 °C, 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a 53°C e 3 minutos a 72°C, e 1
ciclo de 7 minutos a 72°C.

A tipagem do HPV foi realizada pela seguinte metodologia: os
produtos de PCR com primers especificos para o HPV foram transferidos para
membranas de nylon (Amersham, United Kingdom) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As membranas foram hibridizadas com as sondas
HPV-16, HPV-18 e HPV-6/11, marcadas com P2, A seqiiéncia de nucleotideos
de cada sonda esta descrita abaixo:

HPV-16: AGTTACCACAGTTATGCACAGAGCTGCA
HPV-18: GACCCTACAAGCTACCTGAT
HPV-6/11: TATATAAACCAGCCCTAAA

Dos 48 pacientes selecionados neste estudo, 33 ndo apresentaram
produto de amplificagédo na PCR para o gene E6 do HPV (HPV negativo) e 15
apresentaram produto de amplificacao nesta reagdao (HPV positivo), os quais
estavam distribuidos na seguinte freqiéncia de acordo com a tipagem em:
cinco com HPV16, dois com HPV6/11, um com HPV18 e sete nao eram

nenhum dos tipos anteriores (outros).



P53: ANTICORPOS MONOCLONAIS E IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas originais coradas pela H&E foram reavaliadas por um
patologista, para a validagao do grau histolégico e do estadio cirlrgico destes
tumores. A lamina contendo o tumor mais representativo foi selecionada, em
cada caso, para o estudo da expressao nuclear da proteina p53. Cortes de 6um
foram obtidos do bloco correspondente a esta lamina, para a analise da
expressdo nuclear da proteina p53 por imunohistoquimica, utilizando-se um
anticorpo monoclonal especifico, o PAb1801, que reconhece ambas as formas
do p53, selvagem e mutante, por ligagdo a um epitopo localizado entre os
aminoacidos 32 e 79, a montante das regides do gene p53 de risco para o
aparecimento de mutagdes. Outro corte de tumor de cada paciente foi utilizado
para o controle negativo da reagcédo. Os cortes representativos dos 48 tumores
de pénis foram submetidos a imunohistoquimica para a avaliacdo da expressao
nuclear da proteina p53, com o anticorpo monoclonal PAb1801.

Como controle positivo da expressao nuclear da proteina p53, foram
utilizadas laminas de cancer de mama com mutacdo do TP53 e expressao
nuclear anormal da proteina p53, detectada por imunohistoquimica. Como
controle negativo da reagao para o anticorpo monoclonal Pab1801, foi utilizado,
na mesma concentragdo, um anticorpo monoclonal da mesma subclasse, o
MigS1-Kp-1 (Pharmingen, San Diego, Califérnia, EUA), nos cortes de cancer de
mama e em cortes adicionais de cada tumor de pénis analisado.

As laminas contendo os cortes de 6 um foram submetidas a



desparafinizacéo e hidratagdo em trés banhos de 10 minutos em xilol, seguidos
de trés banhos de 10 minutos de cada uma das seguintes solugdes: alcool a
100%, a 95% e agua destilada. Os espécimes foram entdo tratados por 15
minutos com peroxido de hidrogénio a 1% (diluido em PBS). O cortes foram
incubados com a solugado de 10% de soro normal de cavalo por trinta minutos.
O excedente de soro foi aspirado e subseqiientemente incubado com o
anticorpo monoclonal PAb1801 numa concentragao de 200ng/ml. A incubacéao
deste anticorpo primario, foi mantida a 4 °C, por 20 a 24 horas.

Os cortes foram lavados com solugdo tampdo de PBS, e
subseqientemente incubados por 30 minutos com a solu¢dao de 1:100 de um
anticorpo  monoclonal anti-camundongo obtido de cavalo. Este anticorpo
secundario € conjugado com moléeculas de biotina (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, Califérnia, EUA). Em seguida foi feita a incubagdo com o complexo
avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Califérnia,
EUA) numa diluicdo de 1:25 por 30 minutos em temperatura ambiente. A
coloragao da reacao de imunoperoxidase foi feita com diaminobenzidina a
0,06%. A hematoxilina a 1% foi utilizada como contraste do ntcleo celular
(SARKIS et al. 1993).

A expressdao aumentada do p53 foi considerada quando o sinal foi

presente em mais do que 5% das células tumorais.



ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizadas analises estatisticas descritivas (média, mediana e
desvio padrao) e de freqiéncia para as variaveis estudadas.

A verificacdo da associa¢ao entre linfonodos e as variaveis HPV,
p53, estadiamento, ébito, foi obtida através do teste Exato de Fisher.

O modelo de regressao logistica com intervalo de confianga de 95%
foi utilizado para obtengdo de estimativa do risco relativo com andlises
univariadas e multivariadas para ocorréncia do linfonodo positivo, sendo
considerados os fatores HPV, p53 e grau de diferenciagéo celular.

Foi considerado significativo quando p < 0,005.

Lad
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RESULTADOS




ANALISE DAS VARIAVEIS

IDADE

A idade variou de 31 a 88 anos, com média de 61 + 13,5 anos e
mediana de 62 anos. A média de idade entre os pacientes com HPV positivos

foi 58,9 + 20,2 e mediana de 58 anos.

GRUPAMENTO ETNICO

Com a alta miscigenagao racial presente na populagéo brasileira e as
informagdes presentes no prontuario foi possivel dividir os pacientes somente
em dois grupos étnicos: branco (n = 29) e ndo branco (mulatos n = 16 e negros
n = 3). Quatorze (48,3%) pacientes da raca branca e 7 (36,8%) da raga nao

branca apresentaram linfonodos positivos (p = 0,55) (Tabela 1).



ESTADIOT

Dos 48 casos, 7 (14,6%) foram classificados como estadio T1, 17
(35,42%) casos como T2, 19 casos (39,6%) como T3 e 5 casos (10,4%) como
T4. Dos pacientes avaliados como T1 nenhum apresentou metastase para
linfonodos. Dos casos com estadio T2, 9 apresentavam linfonodos metastaticos,
sendo 4 unilaterais e 5 bilaterais. Nos pacientes com estadio T3, em 9 casos os
linfonodos estavam comprometidos, 3 unilaterais e 6 bilaterais. Nos casos
avaliados como estadio T4, 3 apresentavam-se com linfonodos comprometidos,

1 unilateral e 2 bilaterais (p = 0,072) (Tabela 2).

COMPROMETIMENTO METASTATICO DE LINFONODOS

Dos 48 pacientes, 26 (54,2%) apresentaram linfonodos clinicamente
nao comprometidos, destes, 6 (23,1%) foram posteriormente diagnosticados
como comprometido baseado pela sua evolugdo clinica ou por exame
anatomopatolégico do produto de linfadenectomia bilateral (4 N1 e 2 N2). Vinte
e dois (45,8%) pacientes apresentaram linfonodos considerados comprometidos
pela avaliacdo clinica, e 7 destes casos (31,8%) foram posteriormente
confirmados como ndo comprometidos, 4 avaliados inicialmente como N1 e 3

como N2 (Tabela 3).
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ESTADO ATUAL DOS PACIENTES

Vinte e um pacientes apresentaram confirmagao histopatoldgica ou
seguimento clinico de comprometimento dos linfonodos. Destes, 15 evoluiram a
obito pela doenga, dois morreram por outras causas € 4 permanecem Vivos
apos terem sidos submetidos a linfadenectomia.

Dentre os 27 pacientes que apresentaram linfonodos negativos, 20
estao vivos sem evidéncia de doenga e 7 morreram por outras causas. Nenhum
paciente com NO morreu por cancer. A correlacdo estatistica entre linfonodo
comprometido e oObito pela neoplasia foi altamente significativa (p < 0,0001)

(Tabela 4).

GRAU DE DIFERENCIACAO HISTOLOGICA

Em trés casos nao foi possivel a determinacao do grau de
diferenciagao celular e em 1 caso, o carcinoma foi pouco diferenciado. Estes 4
casos nao fizeram parte da analise estatistica quanto ao grau de diferenciacao.
De 44 casos, 19 (43,2%) pacientes com carcinoma espinocelular bem
diferenciado e 4 (9,0%) com carcinoma espinocelular moderadamente
diferenciado apresentaram linfonodos negativos. Dos pacientes com linfonodos
comprometidos, 12 (27,3%) eram bem diferenciados e 9 (20,5%)

moderadamente diferenciados (p = 0,09) (Tabela 1).
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PRESENCA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Quinze pacientes (31,3%) apresentaram produto de amplificagcao na
PCR para o gene do HPV (HPV positivos). Classificados quanto ao tipo: 2
foram HPV6/11 (13,3%), 5 foram HPV16 (33,3%), 1 foi HPV18 (6,7%) e 7
(46,7%) casos apresentavam outros tipos de HPV que nao os estudados
(outros).

Dos 33 pacientes (68,8%) que nao apresentaram produto de
amplificagdo na PCR para o gene do HPV a partir de DNA tumoral (HPV
negativo), 16 (48,5%) nao apresentavam linfonodos comprometidos e 17
(51,5%) estavam comprometidos. Dentre os 15 (31,3%) pacientes com produto
de amplificagdo na PCR (HPV positivos), 11 (73,3%) apresentavam linfonodos
nao comprometidos (2 com HPV6/11, 4 com HPV16 e 5 o tipo nao foi
identificado) e 4 (26,7%) apresentavam linfonodos positivos (1 HPV16, 1 HPV18
e em dois casos o tipo do HPV néo foi identificado) (Tabela 5). A correlagao
entre a presenca do HPV com o comprometimento linfonodal, foi marginal (p =
0,13) (Tabela 1).

Correlacionando a presenca e o tipo do HPV com o estadio T,
observamos a seguinte associagao:

HPV negativo (33 casos): 5 com estadio T1, 11 com T2, 13 com T3 e 4 com T4;
HPV 6/11 (2 casos): 2 com estadio T2;
HPV 16 (5 casos): 3 com estadio T2 e 2 com T3;

HPV 18 (1 caso): 1 com estadio T 3 e



outros (7 casos): 2 com estadio T1, 1 com T2, 3 com T3 e 1 com T4

(p=0,75) (Tabelas 6 e 7).

EXPRESSAO NUCLEAR DA PROTEINA P53

Dos 48 casos, 38 (79,2%) tumores apresentaram-se arreativos (p53
negativo) ao anticorpo PAb1801, destes, 17 casos (44,7%) apresentaram
acometimento linfonadal.

Acumulo nuclear anormal da proteina p53 foi encontrada em 10
casos (21%), sendo que em 4 pacientes (40%) havia envolvimento neoplasico
dos linfonodos. Dos 21 pacientes com comprometimento dos linfonodos, 17
casos (81%) foram p53 negativos. Nao houve associagdo estatistica
significativa entre a expressao anormal nuclear da proteina p53 e a presenca
de linfonodos acometidos (p = 1).

A analise da associagdo entre a expressdo da proteina p53 e a
presenca de HPV, detectada por técnicas moleculares, revelaram positividade
de ambos (HPV e p53) em 4 casos. Em 11 casos somente o HPV foi positivo.
Em 6 casos apenas o p53 foi positivo. Em 27 (56,3%) casos, tanto o HPV

quanto o p53 apresentaram-se negativos (Tabela 8).
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ANALISE DO RISCO RELATIVO

Aplicando-se o modelo de regressdao logistica, com analises
univariadas e multivariadas, com intervalo de confianga (IC) de 95% e 1,00
como valor de referéncia, para obtengdo da estimativa do risco relativo para
ocorréncia de linfonodo metastatico com as variaveis: p53, HPV e grau de
diferenciacdo celular. Na analise univariada encontramos um risco de 0,34 (IC =
0,09 a 1,3 e p=0,115) e na analise multivariada um risco de 0,25 (IC = 0,59 a
1,05 e p=0,058) para os tumores com HPV positivo apresentarem linfonodos
comprometidos. Estes resultados sugerem que pacientes portadores de
carcinoma espinocelular de pénis com HPV positivo apresentam um risco
menor em relagdo aos que nao possuem HPV para apresentar metastases em
linfonodos regionais, porém com um significado estatistico marginal.

Na avaliagdo do p53 observou-se que este apresenta na analise
univariada um risco de 0,82 (IC = 0,09 a 1,30 e p=0,788) e na analise
multivariada um risco de 0,76 (IC = 0,14 a 3,96 com p=0,742), o que sugere que
nao ha correlacao entre o resultado do p53 encontrado e o estado de
comprometimento metastatico linfonodal regional em pacientes portadores de
carcinoma espinocelular de pénis.

O grau de diferenciagao celular foi analisado no modelo de regressao
logistica univariado, encontrando-se um risco relativo de 3,56 (IC = 0,89 a 14,19

e p=0,072) para o acometimento linfonodal. A analise multivariada revelou um
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risco relativo de 4,01 (IC = 0,89 a 18,07 e p=0,071) para tumores
moderadamente  diferenciados apresentarem linfonodos regionais
comprometidos. Estes dados sugerem que os pacientes com tumores
moderadamente diferenciados apresentam um maior risco para apresentarem

linfonodos regionais comprometidos (Tabela 9).
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Tabela 1: Correlagao de diferentes variaveis com o comprometimento metastatico

dos linfonodos regionais.

Variaveis Linfonodos p
Negativo Positivo

Raca

Branca 15 14

Nao Branca 12 07 0,55

Grau de

diferenciagao

celular

Bem Diferenciado 19 12

Mod. Diferenciado 04 09 0,09

P53

Negativo 21 17

Positivo 06 ' 04 1,00

HPV

Negativo 16 17

Positivo 11 04 0,13

Mod. = Moderadamente

41



Tabela 2: Correlagao do estadio T com os linfonodos regionais

Linfonodos
Numero
Estadio T de casos (%) positivos (%) negativos(%)
& 07 (14,6) 0 (0) 07 (25,9)
T2 17 (35,4) 9 (42,9) 08 (29,6)
T3 19 (39,6) 0 (42,9) 10 (37,1)
T4 05 (10,4) 3(14,2) 02 (7,4)
Total 48 (100) 21 (100) 27 (100)

p = 0,072

Tabela3: Correlagao da avaliagao dos linfonodos pela clinica com anatomia

patolégica ou seguimento

N patologico ou seguimento

N2 pcts.  Positivo Negativo
N clinico Positivo 22 15 07
Negativo 26 06 20
Total 48 21 27
N clinico: avaliag&o clinica dos linfonodos p =0,003

N patolégico ou seguimento: linfonodo avaliado por anatomopatolégico ou por seguimento
clinico



Tabela 4: Estado atual do paciente correlacionado com o comprometimento dos
linfonodos regionais
Obito

n?pcts. pela doenca outras causas vivo SED*

Linfonodo positivo 21 15 02 04
Linfonodo negativo 27 0 07 20
Total 48 15 09 24
* vivo SED: vivo sem evidéncia de doenca p < 0,0001

Tabela 5: Correlagdo entre o tipo do HPV com o comprometimento dos

linfonodos regionais

Linfonodo
Tipo do HPV n2 de casos (%) positivo negativo
Negativo 33 (68,8%) 17 16
6/11 02 (4,1%) 0 02
16 05 (10,4%) 01 04
18 01 (2,1%) 01 0
outros 07 (14,6%) 02 05
Total 48 (100) 21 27

p =0,265



Tabela 6: Correlacao entre a presenga do HPV e o estadio T

Namero
Estadio T de casos (%) positivos (%) negativos(%)
T1 07 (14,6) 02 (13,3) 05 (15,2)
T2 17 (35,4) 06 (40) 11 (33,3)
T3 19 (39,6) 06 (40) 13 (39,4)
T4 05 (10,4) 01 (6,7) 04 (12,1)
Total 48 (100) 15 (100) 33 (100)

p =0,968

Tabela 7: Correlagao entre o tipo de HPV e estadio T
Tipo do HPV n® de casos (%) T1 T2 T3 T4
Negativo 33 (68,8%) 05 11 13 04
6/11 02 (4,1%) 02 0
16 05 (10,4%) 03 02
18 01 (2,1%) 0 01
outros 07 (14,6%) 02 01 03 01
Total 48 (100) 07 17 19 05

p = 0,765

44



Tabela 8:Correlagao entre a presenga de HPV e imunorreatividade do

p53
p53
Positivo Negativo
Positivo 04 N |
HPV
Negativo 06 27
Total 10 38

p=0,728

45



Tabela 9: Modelo de regressdo logistica com andlises univariadas e
multivariadas correlacionando HPV, p53 e grau de diferenciagao celular com o
comprometimento metastatico dos linfonodos regionais.

Variaveis categoria RR*(95%IC*) p RR**(95%IC*) o]
Univariada Multivariada

HPV - 1,00 ref 0,115 1,00 ref 0,058
+ 0,34 (0,09 - 1,30) 0,25 (0,59 - 1,05)

p53 o 1,00 ref. 0,788 1,00 ref 0,742
+ 0,82 (0,09 - 1,30) 0,76 (0,14 - 3,96)

Grau Bem
Diferenciado 1,00 ref 0,072 1,00 ref 0,071
Moderadamente
Diferenciado 3,56 (0,89 - 14,19) 4,01 (0,89 - 18,07)

*IC = Intervalo de confianga
RR = Risco Relativo
Ref.= Referéncia
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DISCUSSAO




O objetivo da terapia em oncologia € o de permitir a resolugao
completa da neoplasia, com maxima preservagao funcional e estética do
orgao ou do sistema afetado. Uma avaliagao prognostica imprecisa, baseada
em fatores clinicos e histopatologicos vigentes, pode determinar tratamentos
mais conservadores em tumores de caracteristicas bioldgicas agressivas,
prejudicando as possibilidades de cura ou, contrariamente, determinar
tratamentos excessivamente agressivos, expondo o paciente a riscos
desnecessarios, além de poder ocasionar eventuais mutilagbes ou sérias
consequéncias para a qualidade de vida (KOWALSKI 1986). O grande
avango de técnicas de biologia molecular pode contribuir a elucidar com
maior precisdo, se comparadas aos fatores prognésticos atuais, as
caracteristicas biolégicas de cada tumor. Indicagdes terapéuticas mais
adequadas poderiam ser assim delineadas, ou seja, baseadas no potencial
de progressao e desenvolvimento de metastases, objetivando-se aumentar
as possibilidades de cura dos pacientes portadores de tumores agressivos e
aumentar a qualidade de vida dos pacientes com tumores menos
agressivos, tratados de maneira mais conservadora. Para conhecer esse
equilibrio, torna-se necessario o conhecimento da evolugdo da doenca e dos
fatores que possam predizer ou influenciar sua evolugéo.

Uma regra aplicavel na grande maioria dos planejamentos
terapéuticos das neoplasias malignas € o estudo da histologia do tumor
seguido da avaliagao da extensdo do seu comprometimento, tendo-se em
vista o tumor primario ( T ), o comprometimento linfatico ( N ) e a presenca

de metastases (M). Esses dados sao fundamentais para a avaliagéo
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prognostica e para planejar uma abordagem terapéutica adequada. E uma
forma padronizada de avaliagdo para comunicagdes cientificas e permite a
comparacéao dos resultados entre os servigos.

O tumor primario do pénis inicia-se na pele, progride localmente
infiltrando os corpos cavernosos e/ou esponjosos, € demais 0rgéaos e
estruturas adjacentes. Geralmente, a principal via de disseminagdo é a
linfatica, sendo os linfonodos inguinais a primeira estagcdo comprometida por
metastase (CABANAS 1977, CATALONA 1988). O acometimento da cadeia
linfonodal iliaca com linfonodos inguinais normais €& extremamente raro
(HORENBLAS et al. 1991, LOPES 1995). O comprometimento metastatico
dos linfonodos regionais € o fator indicador do prognéstico mais importante
no carcinoma de pénis, estando associado a indices piores de sobrevida
(BEGGS e SPRATT 1964, HARDNER et al. 1972, SKINNER et al. 1972,
DERRICK et al. 1973, KOSSOW et al. 1973, HORENBLAS e VAN
TINTEREN 1994, THEODORESCU et al. 1996, HORENBLAS et al. 2000).
Observando-se a evolugdo natural do carcinoma de pénis, nota-se que
raramente a doenca evolui com disseminagdo metastatica a distancia,
ocorrendo em frequéncias que variam entre de 1 a 10% (STAUBITZ et al.
1955, RIVEROS e GOROSTIAGA 1962, BEGGS e SPRATT 1964,
CAVALCANTI e GENTIL 1966, DERRICK et al. 1973, JOHNSON et al. 1973,
KOSSOW et al. 1973, PURAS et al. 1978, LOPES et al. 1996). Neste
estudo, somente 2% dos pacientes evoluiram com esta forma de
disseminacado. Apesar do pénis apresentar um grande fluxo sangtineo,

desconhece-se o fato da baixa frequéncia de metastases por via
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hematogénica. Portanto, o conhecimento do estado dos linfonodos inguinais
é fundamental para o progndstico e planejamento terapéutico.

Comparando-se a avaliagdo clinica inicial do estado linfonodal
inguinal com o resultado obtido pelo exame anatomopatolégico ou com o do
seguimento a longo prazo, observamos 23% de falso negativos e 32% de
falso positivos, sendo que em 14% houve erro no estadiamento quanto ao
lado da cadeia inguinal avaliada. Estes dados mostram que a avaliagéo
clinica inicial dos linfonodos inguinais & falha. Nossos dados sao
semelhantes aos relatados na literatura onde 50% dos linfonodos
clinicamente aumentados ao exame fisico ndo estdo comprometidos por
neoplasia, como nos revela o estudo anatomopatologico (BEGGS e SPRATT
1964, CATALONA 1980, LOPES et al. 1996). Por outro lado, 20% dos
linfonodos considerados negativos podem estar comprometidos (BEGGS e
SPRATT 1964, KRAUS e PEREZ-MEZA 1966, HANASH et al. 1970,
HARDNER et al. 1972, deKERNION et al. 1973, KOSSOW et al. 1973,
WAJSMAN et al. 1977, NARAYANA et al. 1982, JOHNSON e LO 1987,
HORENBLAS et al. 1991, LOPES et al. 1996, HORENBLAS et al. 2000).

E controverso a abordagem de pacientes com carcinoma
espinocelular de pénis infiltrativo, com linfonodos clinicamente n&o
comprometidos. As alternativas para o diagnéstico da presenga de
metastase nos linfonodos inguinais sao: 1) realizacao de linfadenectomia
inguinal profilatica, 2) seguimento cuidadoso e linfadenectomia terapéutica
no caso dos linfonodos se tornarem clinicamente positivos, 3) puncao com

agulha fina do linfonodo suspeito 4) linfadenectomia dos quadrantes mediais,
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5) biopsia do linfonodo sentinela, com localizagdo anatémica, dirigida por
azul patente ou linfocintilografia, com contraste injetado na base da lesdo. A
linfadenectomia tem sido associada a altos indices de cura (30% a 70%).
Entretanto é também associada a altos indices de morbidade (30 a 50%) e
mortalidade (3%) (deKERNION et al. 1973, BOSTWICK et al. 1979,
CATALONA 1980, FAIR et al. 1989). Um numero significativo de pacientes
nao apresentam linfonodos comprometidos nas linfadenectomias profilaticas,
sendo submetidos a um procedimento de consideravel morbidade. Por outro
lado, quando nao se realiza a linfadenectomia, corre-se o risco de perder o
momento da cirurgia e o paciente ja se apresentar no retorno com doenca
irressecavel. McDOUGAL et al (1986) relataram 88% de sobrevida em 5
anos nos pacientes tratados com linfadenectomia profilatica e 38% quando a
linfadenectomia foi realizada com intengao terapéutica.

A puncao com agulha fina e analise da citologia do aspirado sé
tem valor se o resultado for positivo (WAJSMAN et al. 1982). A bidpsia do
chamado linfonodo sentinela proposta por CABANAS (1977), apresenta um
grande numero de falso negativo (20%) (PERINETTI et al. 1980, WESPES
et al. 1986, PETTAWAY et al. 1995). A realizacdao de uma linfadenectomia
inguinal mais conservadora, incluindo apenas os quadrantes mediais em
relacdo a veia safena magna, também nao se mostrou confiavel, dificultando
o diagnéstico nos casos de recorréncia. Um método promissor, € a
realizacao da bidpsia do linfonodo sentinela dirigido por linfocintilografia, que

realiza uma avaliagcdo individual em relagédo a localizagdo anatdmica deste



linfonodo, e mostrou-se superior a linfografia com azul patente em 26% dos
casos (HORENBLAS et al. 2000).

Em nossa série foram realizadas 18 linfadenectomias, 6 com
intencao profilatica e 11 terapéutica. Nao foi possivel estudar as curvas de
sobrevida pelo grande niumero de pacientes perdidos no seguimento. Este
fato provavelmente deve-se porque este € um hospital de referéncia para
tratamento do cancer e atende pacientes que nao residem em S&o Paulo e
que apresentam baixo nivel soécio-econdémico, o que impossibilitou os
retornos nas datas previstas.

Vinte pacientes considerados NO nao foram submetidos a
linfadenectomia e foram seguidos clinicamente por um periodo de 2 anos. A
possibilidade de um paciente inicialmente ser avaliado clinicamente como
NO, e ap6s um periodo de 2 anos desenvolver doenga metastatica sem
desenvolver linfadenomegalia regional neoplasica, € extremamente rara. Em
uma série de 258 pacientes com carcinoma espinocelular de pénis invasivo
NO, todos os linfonodos comprometidos foram detectados entre 2 a 17
meses (média = 6,2 meses) (RAVI 1993).

O prognéstico dos pacientes com carcinoma de pénis e metastase
linfonodal € reservado. Observamos uma nitida correlagdo entre 6bito pela
neoplasia e a presenga linfonodo comprometido (p < 0,0001), por outro lado
nenhum paciente com estadio NO morreu de cancer.

Em nossa casuistica analisamos o p53 por imunohistoquimica,
utilizando o anticorpo monoclonal Pab1801. Este anticorpo reconhece um

epitopo presente em todos os tipos da proteina p53, quer seja na sua forma
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selvagem ou apresentando qualquer tipo de mutagdo. A proteina p53
selvagem pode ser localizada no ndcleo, porém com uma meia vida muito
curta e estda presente em uma quantidade pequena, nado detectavel
normalmente por testes de imunohistoquimica. Quando ocorre uma
alteragcdo da proteina p53, sua degradacdo torna-se lenta e se acumula
dentro do nucleo da célula, passando a ser identificada por reagdes de
imunohistoquimica Neste estudo, a auséncia sistematica de deteccao
nuclear da proteina p53 em todas as células nao tumorais corroborou com
dados da literatura nas quais a concentragdo desta proteina selvagem é
minima na sua forma ndo mutada, € que a sua deteccao por
imunohistoquimica representa a deteccao da molécula de p53 mutada, na
maior parte das vezes. Acumulo anormal desta proteina, por este anticorpo
monoclonal, foi achado exclusivo das células tumorais.

Esse acumulo nuclear de proteina p53 tem sido correlacionado
com um pior prognéstico em varios tumores (HURLIMANN 1993, ZENG et
al. 1994, SARKIS et al. 1995, LACOMBE et al. 1996). A proteina p53 pode
estar alterada tanto pela presenca de mutagdes no gene p53 quanto pela
acao de oncoproteinas virais, como por exemplo do HPV.

Neste estudo encontramos 21% dos casos com acumulo nuclear
anormal da proteina p53, porém nao houve uma associagdo significativa
com o comprometimento linfonodal (p = 1.0). Na literatura encontra-se
imunorreatividade da proteina p53 em aproximadamente 40% dos casos de
lesdes superficiais, porém raramente encontram-se mutagdes no gene p53

utilizando-se técnicas de seqiienciamento ou de rastreamento de mutagdes




(SSCP), este fato pode ocorrer pela inativagdo da proteina p53 pelo HPV
(SCHEFFNER et al. 1991). Na publicacdo anterior desta série de pacientes,
foi encontrada imunorreatividade nuclear da proteina para o p53 em 26%
dos 64 casos estudados (LEVI et al. 1998). Houve uma diferenga entre a
positividade do p53 em relagdo ao modo de conservagéo do tumor peniano.
Dos 10 casos com p53 positivo, 7 foram provenientes de material
conservado em congelagdo e 3 de parafina. A diferenga entre o nimero de
positividade entre o material conservado, por congelagédo ou parafinado,
pode estar também na qualidade do DNA extraido deste material. Em uma
coletanea de 84 estudos, com a intencdo de comparar a avaliagao do p53
com o sequenciamento do gene p53 em tumores onde nao ha outra forma
de alteracao da proteina a nao ser pela alteragcédo génica, verificou-se que o
pS3 foi positivo por imunohistoquimica em 44% dos tumores e apenas 36%
deles continham mutacdo, sendo a sensibilidade da imunohistoquimica de
75% (PINHEIRO 1996). Portanto uma série de fatores podem interferir no
resultado da avaliagédo da proteina p53, como por exemplo, a degradagéo da
proteina por oncoproteinas virais (E6), qualidade de conservacgédo do material
a ser analisado, sensibilidade propria do método de analise pela
imunohistoquimica, dentre outros.

Num Unico estudo publicado para avaliar o comportamento sexual
com a incidéncia de cancer peniano, ndo houve nenhuma associagao entre
o inicio precoce da atividade sexual ou o nimero de parceiros sexuais
durante a vida (HELLBERG et al. 1987). Se um agente sexualmente

transmitido estivesse envolvido no desenvolvimento do cancer peniano, o



nimero de parceiros seria um fator importante. Por outro lado, a presenca
de neoplasia intraepitelial (PIN) tem sido associada com a presenca de
neoplasia intraepitelial do colo do utero, contendo tipos idénticos de HPV
que seus parceiros sexuais. Alguns estudos documentaram um aumento na
incidéncia de cancer peniano em determinadas localizagbes geograficas
(FRANCO et al. 1988).

Ha um aumento na incidéncia de cancer de colo de utero em
esposas de portadores de cancer peniano em algumas casuisticas, porém
estes estudos foram objeto de criticas quanto a metodologia empregada. Um
estudo caso controle, nao foi capaz de correlacionar um aumento no risco de
cancer do colo do utero ou cancer vulvar nas esposas de homens portadores
de cancer peniano, comparando-as com as esposas de homens sem cancer
peniano na Escandinavia (HELLBERG et al. 1989).

Ha evidéncias que o HPV participa de alguma forma na génese
do carcinoma peniano, porém nado tdo claro quanto a relagdo com o
carcinoma do colo uterino. GRIFFITHS e MELLON (1999) encontraram DNA
de HPV em 55% dos carcinomas invasivos do pénis, 92% dos carcinomas in
situ, 92% das neoplasias intraepiteliais do pénis, 4% das balanites xeroéticas
obliterantes, 9% em espécimes provenientes de postectomias realizadas em
adultos e nao detectaram a sua presenga em carcinoma Verrucoso e
postectomias realizadas em neonatos.

Sessenta e seis porcento dos homens com infecgéo por HPV nao

apresentam manifestagao clinica, 85% dos pacientes com lesdes por HPV
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os tipos predominantes sdo o 6 e 11. Lesdes subclinicas geralmente estao
associadas com HPV tipos 16 e 18 (GRIFFITHS E MELLON 1999).

Pacientes portadores de carcinoma peniano com HPV tendem
apresentar uma faixa etaria mais baixa. A mediana de idade do estudo foi de
62 anos e a dos pacientes portadores do HPV foi 68 anos.

Pelo longo periodo entre a infecgdo do HPV e o desenvolvimento
do carcinoma peniano, provavelmente existem outros fatores além do HPV
na génese desta neoplasia, € em uma parte o HPV participa e em outra nao.

Este estudo sugere uma correlagdo com menor incidéncia de
linfonodos comprometidos quando ha a presenca do HPV, com risco relativo
de 0,25 do HPV positivo apresentar metastase linfonodal (intervalo de
confianca de 0,59 a 1,05 e p = 0,058). Pacientes com lesdes de baixo grau
também tiveram uma menor incidéncia de linfonodos comprometidos com
um risco relativo de 4,01 (intervalo de confianca de 0,14 a 3,96 com p =
0,071). Estes dados foram marginais quanto a significatividade estatistica. O
contrario tem sido observado em carcinoma do colo do utero. Ha a
possibilidade da génese destes tumores serem diferentes.

GREGOIRE L et al. (1995) avaliaram 115 casos com carcinoma
de pénis e analisaram a associagao da presenga do HPV com lesdes de alto
grau, e a presenca do HPV nao esteve associada de forma significativa com
o comprometimento linfonodal (p=0,412). O que era de se esperar que
lesdes de alto grau em geral possuem uma maior incidéncia de metastases

para os linfonodos. Estes fatos sugerem que quando o HPV participa da
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génese do carcinoma de pénis, o potencial metastatico para linfonodos €
menor.

Os tumores ano-genitais formam um grupo de neoplasias que tem
em comum a participagdo do HPV. Carcinomas cervicais do utero possuem
uma forte associagcdo com a presenga do HPV (80% a 90%) (ZUR HAUSEN
1989), os carcinomas do anus possuem HPV em cerca de 70% dos casos
(HIGGINS et al. 1991), e o HPV esta associado em 55% dos carcinomas
invasivos do pénis, 92% dos carcinomas in situ, 92% das neoplasias
intraepiteliais do pénis, 4% das balanites xeréticas obliterantes, 9% em
espécimes provenientes de postectomias realizadas em adultos e nao
detectaram a sua presenga em carcinoma verrucoso € postectomias
realizadas em neonatos (GRIFFITHS e MELLON 1999). Provavelmente cada
neoplasia anogenital apresenta seu mecanismo préprio de carcinogénese e
o HPV atua participando como um cofator. Possivelmente modelos
procurando enquadrar essas neoplasias em um unico grupo comparando
umas as outras, quanto a evolug¢do clinica e prognéstico, talvez, ndo sejam
corretos. As etapas no desenvolvimento destes tumores necessitam serem
melhor esclarecidas, a presenga do HPV é sem duvida um fator importante,
mas outros fatores devem ser considerados, investigados e analisados
individualmente, para cada tipo destes tumores

O conhecimento do mecanismo de carcinogénese desses
tumores poderia ajudar a caracterizar e diferenciar os tumores de alto risco
dos de baixo risco de progressdao tumoral, de desenvolvimento de

metastases e de evoluir a oObito. Neste estudo, embora a analise
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imunohistoquimica do acumulo da proteina p53 nao se revelou importante
no prognostico dos pacientes com carcinoma espinocelular tratados por
penectomia, houve uma associagao marginal entre tumores penianos HPV
positivos e um risco relativo menor de apresentar acometimento metastatico
dos linfonodos regionais. Outros estudos serdo necessarios para confirmar a
importancia do HPV como fator protetor a progressao e desenvolvimento de

metastases nos pacientes com cancer de pénis.



CONCLUSOES




1 - O acumulo nuclear anormal do p53 ndo se associou com O

comprometimento dos linfonodos inguinais destes pacientes.

2 - A presenga do HPV no carcinoma espinocelular de pénis, ndo se

associou com o acometimento metastatico dos linfonodos regionais, porém

houve uma correlagao estatistica marginal.
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