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RESUMO

Souza Neto AM. Estudo da expressao imunoistoquimica da ciclina D1
em carcinoma espinocelular de pénis: correlagdo com variaveis
clinicas e anatomopatoldgicas para identificacdo e avaliacado de fatores
progndésticos. Sao Paulo; 2008. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéo

Antbénio Prudente].

Introducdo: O tratamento para o cancer invasivo do pénis baseia-se
fundamentalmente na amputacdo do tumor primario e na linfadenectomia
regional. A presenca de metastase linfonodal, constitui o fator prognostico
mais importante. A baixa acuracidade dos métodos de estadiamento da
doenca linfonodal e a alta taxa de morbidade da linfadenectomia tem
estimulado o estudo de novos fatores progndésticos preditivos de metastases
em linfonodos, facilitando a selecdo de pacientes a serem submetidos a
linfadenectomia. Objetivos: O presente trabalho visa ndo sO estudar a
expressao imunoistoquimica da ciclina D1 no carcinoma peniano, mas
também analisar o valor progndstico dessa expressao correlacionando-a
com variaveis clinicas, demograficas e anatomopatoldgicas, tendo como
estimadores de prognostico, a ocorréncia de metastases linfonodais e as
taxas de sobrevida livre de doenca e sobrevida global. Populacdo e
Métodos: Foram avaliados retrospectivamente, 333 pacientes com
diagnéstico de carcinoma espinocelular do pénis submetidos ao tratamento
do tumor primario e a linfadenectomia radical ou aqueles submetidos ao
tratamento do tumor primario, ndo linfadenectomizados, com pelo menos
cinco anos de seguimento. Resultados: Em relacdo a expressao
imunoistoquimica da ciclina D1, o grau de diferenciacdo histoldgico,
embolizacdo venosa, infiltracéo de corpos cavernosos e infiltracdo de uretra,
foram varidveis com significancia estatistica na analise univariada. Porém,
somente o grau de diferenciacdo histolégico foi significante na analise

multivariada. O grau de diferenciacdo histologico, permeacédo linfatica,



embolizacdo venosa, infiltracdo de corpos cavernosos e infiltracdo de uretra
foram variaveis estatisticamente significantes para o risco de metastase
linfonodal na andlise univariada. Entretanto, somente permeacéo linfatica e
grau de diferenciacdo histolégico apresentaram-se como variaveis
independentes para o risco de metastase linfonodal. A taxa de sobrevida
livre de doenca foi de 76,9% em cinco anos. As variaveis independentes
para a sobrevida livre de doenca foram presenca de metastase linfonodal,
grau de diferenciagdo histoldgica e espessura tumoral. A taxa de sobrevida
global em 5 e 10 anos foram respectivamente de 73,1% e 57,1%. As
variaveis independentes para o risco de Obito foram a presenca de
metéstase linfonodal e permeacédo linfatica. A expressdo imunoistoquimica
da ciclina D1 ndo apresentou significancia estatistica nem para a sobrevida
global, nem tdo pouco para a sobrevida livre de doenca. Conclusdes: A
expressao imunoistoquimica da ciclina D1 no carcinoma peniano apresentou
correlagcdes com varidveis patoldgicas estatisticamente significativas, porém
ndo pode ser utlizada isoladamente como fator de progndstico no
tratamento do carcinoma peniano, pois ndo mostrou nenhuma significancia

estatistica quando correlacionada com a presenca de metastase linfonodal.



SUMMARY

Souza Neto AM. [Evaluation of the immunohistochemical expression of
cyclin D1 in epidermoid carcinoma of the penis: correlation clinical and
pathologic variables to predict prognostic factors]. Sdo Paulo; 2008.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Anténio Prudente].

Introduction: The treatment for invasive cancer of the penis is based, mainly
in amputating the primary tumor and in the regional lymphadenectomy. The
presence of lymph node metastasis has constituted the most important
prognostic factor up to now. The low accuracy of the staging of the lymph
node disease and the high level of morbidity of lymphadenectomy stimulates
the study of new prognostic factors that predetermine the occurrence of
lymph node metastasis intending to support the selection of patients that will
be submitted to lymphadenectomy. Objective: This study aims not only to
examine the immunohistochemical expression of cyclin D1 in the carcinoma
of the penis, but also to analyze the prognostic value of this expression
correlating it to clinical, demographical and pathological variables intending to
identify prognostic factors related to the presence of lymph node metastasis
and survival (disease-free and overall). Population and methods: It has
been evaluated 333 patients with the diagnostic of squamous cell carcinoma
of the penis treated with resection of the primary tumor and
lymphadenectomy or resection of the primary tumor and 5 years of follow- up
without lymphadenectomy. Results: Considering the immunohistochemical
expression of the cyclin D1 the degree of histological differentiation, venous
embolization, cavernous body and urethra infiltration were statistically
significant in the univariate analysis. Only the degree of histological
differentiation was statistically significant in the multivariate analysis. The
degree of histological differentiation, lymphatic permeation, venous
embolization, cavernous body and urethra infiltration were statistically

significant in the univariate analysis for the risk of lymph node metastasis.



However, only lymphatic permeation and degree of histological differentiation
were statistically significant for the risk of lymph node metastasis in the
multivariate analysis. The disease-free survival rate was 76.9% in five years.
The independent variables of disease-free survival rate were: presence
lymph node metastasis, degree of histological differentiation and thickness of
tumor invasion. The rate of overall survival for 5 and 10 years has been
respectively 73.1% and 57.1%. The independent variables for the risk of
death were: presence of lymph node metastasis and lymphatic permeation.
The immunohistochemical expression of cyclin D1 in the penile carcinoma
wasn't statistically significant for the survival rates (disease-free and overall).
Conclusions: The immunohistochemical expression of cyclin D1 in penile
carcinoma can be correlated to pathological variables although it can’t be
used alone as a prognostic factor for the treatment of penile carcinoma, since
it didn’t show statistic significance when correlated to the presence of lymph

node metastasis.
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1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O carcinoma espinocelular (CEC) do pénis é responsavel por
aproximadamente 95% das neoplasias malignas deste 6rgao
(SCHELLHAMMER et al. 1992), sendo outros 5% representados por outros
tipos histolégicos como carcinoma verrucoso, basocelular, melanoma e
sarcoma (JOHNSON et al. 1973; ANTONELI et al. 1998).

Rara em paises desenvolvidos correspondendo a 0,4 - 0,6% das
neoplasias malignas no sexo masculino (GLOECKLER-RIES et al. 1990 ),
chegando no entanto, entre 10-20% em alguns paises da Asia, Africa e
América do Sul (RIVEROS e LEBRON 1963; RAJU et al. 1985; ROTOLO e
LYNCH 1991).

Mundialmente, a maior incidéncia desta neoplasia é encontrada nas
regibes de Barshi, Paranda e Bhum, na india, com taxa de 3,32
caso0s/100.000 hab. e as menores, entre os judeus nascidos em lIsrael, nos
E.U.A e na Europa com taxas respectivamente de 0 caso/100.000 hab, 0,7
caso/100.000 hab e 0,09 caso/100.000 hab.

No Brasil dentre as neoplasias malignas no homem, o céncer de
pénis representa aproximadamente 2,1% (BRUMINI 1982), sendo mais
freqiente nos estados das regides Norte-Nordeste (5,3 e 5,7%

respectivamente), principalmente devido as mas condigbes soOcio-



econbmicas da populacdo (BRUMINI 1982). O estudo intitulado “Dados dos
registros de base populacional-2003” vem corroborar esta estatistica quando
reporta indices mais atualizados, utilizando taxas de frequéncia
relativa/100.000 hab., mostrando uma maior freqiiéncia nas regides Norte-
Nordeste com 0,62-1,52 casos/100.000 hab. em relacdo as regides Sul-
Sudeste com 0,32-0,80 casos/100.000 hab. O estado de S&o Paulo é o de
maior prevaléncia com aproximadamente 22% dos casos, seguido por
Maranh&o e Rio de Janeiro com 12,5 e 12%, respectivamente (NARDI et al
2007).

Apesar de ser uma neoplasia preferencialmente de idosos, a idade
pode variar entre 22-90 anos (DERRICK et al. 1973; BURGERS et al. 1992).
Nos Estados Unidos, 22% tém o diagnéstico abaixo dos 40 anos e apenas
7% abaixo dos 30 anos. A média de idade no Brasil varia dos 50-53 anos
(LOPES et al. 1996b; GUIMARAES et al. 2006; CAMPOS et al. 2006).
Diagnostico em crianga € raro, com poucos relatos na literatura (CUNHA et
al. 1981; NARASIMHARAO et al. 1985).

A incidéncia do carcinoma de pénis varia consideravelmente com
aspectos culturais, religiosos e principalmente, condi¢cdes socio-econémicas.

O paciente com baixo padréo socio-econémico, que seja portador de
fimose e tenha mas condicbes de higiene, apresenta potencialmente um
risco aumentado no desenvolvimento do cancer de pénis (PAYMASTER e
GANGADHARAN 1967; BRINTON et al. 1991). O acesso a agua encanada
representa um dado isolado de extrema importancia no que se refere a

condicOes de higiene, diminuindo a incidéncia do cancer de pénis de 1,15



para 0,82 caso/100.000 hab., como foi demonstrado , por exemplo, na
Dinamarca por FRISCH et al. 1995.

Por outro lado, a circuncisdo tem um papel protetor na incidéncia
deste carcinoma, seja esta realizada por motivos culturais ou religiosos.
Importancia deve ser dada ndo s6 ao momento de realizacdo da mesma,
mas também a idade do paciente na época da cirurgia. Nos judeus
postectomizados logo apds o nascimento a incidéncia referida em alguns
trabalhos € nula, enquanto os hindus ndo operados a incidéncia pode chegar
a 3,1% (LICKLIDER 1961; PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; LOPES
et al. 1993).

A raca em estudos mais antigos, mostrava uma maior incidéncia no
negro em ralacdo ao branco. Em estudos mais recentes, este dado nao se
confirma, quando se compara homens de niveis sociais semelhantes

(VATANASAPT et al. 1995).

1.2 ETIOLOGIA

A etiologia do cancer de pénis permanece indeterminada. Importante
na avaliagdo desse carcinoma sdo os fatores associados a doencga. Por
exemplo, cancer de pénis e circuncisao. Varios estudos comprovaram esta
associagdo com relatos de incidéncia de 3,3% nos individuos nao
circuncisados, e 0% naqueles submetidos a cirurgia ao nascimento
(PAYMASTER e GANGADHARAN 1967), demonstrando que a circuncisao é

um importante fator de protecdo. MADEN et al. (1993), encontraram risco de



3,2 vezes maior entre homens nunca circuncisados em relacdo aqueles
circuncisados ao nascimento, e 3 vezes maior em relacdo aqueles
circuncisados apos o periodo neonatal.

Fatores de risco mais importantes sdo a presenca de fimose, as
baixas condicdes soOcio-econbmicas e as condicbes de higiene. A
associacdo entre o cancer de pénis e a fimose pode resultar do esmegma,
substancia que € resultante da descamacéao das células epiteliais da face
interna do prepucio e que tem sido sugerido como agente carcinogénico
dentro da cavidade prepucial fechada, a partir da conversdo de esterois
esmegmaticos em esterdis carcinogénicos pela Micobacterium smegmatic,
presente no esmegma (SHABAD 1964; RAJU et al. 1985). Porém, teste
experimental sobre o papel do esmegma tem obtido resultados conflitantes
(FISHMAN et al. 1942; DENNIS et al. 1956).

A infeccdo pelo virus do HPV tem sido implicado na génese do
carcinoma peniano, tanto em estudos clinicos (BRINTON et al. 1991),
quanto em estudos experimentais utilizando o genoma viral e o0 DNA da
célula peniana (ROSEMBERG et al. 1991). A infecc&o é transmitida na maior
parte das vezes durante o contato sexual, sem o uso do preservativo, por
acesso direto das particulas virais as células basais através de pequenos
traumas ou solucdes de continuidade (BROKER 1987).

Apesar do virus apresentar mais de 100 subtipos, o HPV 16 é
identificado em aproximadamente 80-90% das neoplasias malignas do pénis
positivas para a infeccdo, enquanto o HPV 18 & encontrado em cerca de

10% dos casos (CUPP et al. 1995). No Brasil, uma analise com 82 pacientes



relatou a presenca do DNA-HPV em 30,5% dos casos, sendo 52% do tipo 16
e 16% do tipo 18 (BEZERRA et al. 2001).

Apesar de se identificar uma taxa consideravel de infeccdo pelo HPV
no cancer peniano, variando de 31-63% (WIENER et al. 1992), ndo se pode
atribuir que o virus do HPV seja uma causa do carcinoma peniano, mas um
fator associado importante e prevalente. A infeccdo pelo HPV é considerada,
em muitas regides pobres, inclusive no Brasil, uma doenca epidémica. E
como estd associada aos carcinomas de vulva, colo de Utero e pénis,
estudos foram realizados e atualmente, jA se encontram disponivel no
mercado, duas vacinas eficazes contra o virus e em uso na pratica clinica,
fazendo parte de protocolos bem estabelecidos no controle e combate ao
cancer nesses o6rgaos (DILLNER et al. 2007).

A associacdo do tabaco e carcinoma peniano vem se tornando mais
evidente em estudos epidemiolégicos realizados ao longo do tempo
(HELLBERG et al. 1987; MADEN et al. 1993; HARISH e RAVI 1995),
concretizando ainda mais, a hipétese de que o fumo causa cancer em todo
epitélio escamo-celular, independente do contato direto da droga com o

tecido.

1.3 ASPECTOS CLINICOS

Na avaliacdo clinica do paciente com suspeita de cancer de pénis,

deve ser lembrado que existe um perfil epidemiolégico do individuo

acometido, alertando o profissional para o diagndstico mais precoce e



correto da doenca. Na maioria das vezes, ocorre em homens de baixo nivel
sécio-econdmico, mas condi¢des de higiene e com presenca de fimose, que
demorou a procurar assisténcia meédica especializada, muitas vezes por
vergonha ou medo, ou principalmente, por dificuldade de acesso ao servi¢co
meédico em cidades pobres e pequenas do interior do Brasil ou nos paises
subdesenvolvidos da Asia, Africa e Américas do Sul e Central. Essa demora
pode levar de 6-24 meses (BUDDINGTON et al. 1963; LOPES et al. 1994),
prejudicando n&o sO o tratamento, mas principalmente o progndstico desse
doente.

O carcinoma de pénis apresenta-se como tumor exofitico ou
infiltrativo, na grande maioria dos casos. Geralmente relatado pelos
pacientes como “ferida no pénis”, podendo vir como sinal isolado ou em
associacdo com outros sintomas como: dor, inflamacéo, disuria, prurido e
hemorragia. Mais comumente a lesdo € encontrada na glande em 48% dos
casos, prepucio em 21%, em ambas as areas em até 9% e sulco coronal em
6% dos casos (SUFRIN e HUBEN 1987).

Quando néo tratado nesta fase, evolui infiltrando tecidos adjacentes e
dissemina por via linfatica, apresentando metastases regionais,
preferencialmente para os linfonodos inguinais e depois, para os iliacos
(NARAYANA et al. 1982; PERSKY e DEKERNION 1986). Metastases por via
hematogénica séo raras, variando entre 1-10% (BEGGS e SPRATT 1964;
PURAS et al. 1978).

O exame fisico consiste huma cuidadosa palpacdo e caracterizacao

da lesdo peniana em relacdo a sua forma e aspecto, localizacao, tamanho,



consisténcia, mobilidade e sintomas associados. A presenca de fimose deve
ser apontada, assim como de lesdes verrucosas presentes ndo sé no pénis,
mas em toda regido ano-genital. Posteriormente, a palpacdo meticulosa das
regides inguinais a procura de linfonodos aumentados, bilateralmente, é
fundamental devido aos altos indices de falso negativo e falso positivo. A
caracterizacdo detalhada dessas adenomegalias, se existir, sdo de extrema
importancia.

A propedéutica armada, com o0 uso da ultrassonografia, tomografia
computadorizada e ressonancia nuclear magnética, antigamente
questionada por apresentar baixa sensibilidade e especificidade na deteccéo
das metastases linfonodais (HORENBLAS et al. 1991; BURGERS et al.
1992). Atualmente, com o desenvolvimento tecnoldgico, passa a ser utilizada
de rotina em centros especializados e com protocolos bem estabelecidos,
geralmente em paises desenvolvidos, ajudando ndo s6 no diagnostico
precoce, mas no tratamento, possibilitando cirurgias menos agressivas, com
melhor qualidade de vida para o paciente (KAYES et al. 2007), e
principalmente no progndstico, ajudando junto com outras ferramentas, a
selecionar com maior critério pacientes submetidos a linfadenectomia
radical, diminuindo assim, morbi-mortalidade e aumentando a curabilidade
da doenca.

As metastases linfonodais quando nao tratadas, invadem o feixe
vasculo-nervoso dos grandes vasos, levando os pacientes a morte num

periodo de até 2 anos, por sepsis e/ou hemorragias vultuosas por rutura



vascular (BEGGS e SPRATT 1964; DERRICK et al. 1973). Nao existem

relatos de remissao espontanea.

1.4 DIAGNOSTICO E AVALIACAO LINFONODAL

O diagnostico definitivo € realizado a partir da biopsia da leséo
peniana suspeita, buscando biopsiar a periferia da lesédo, evitando areas
necro-hemorragicas e quando possivel, obtendo fragmentos do tecido
normal. Pode ser incisional ou excisional naqueles tumores pequenos
(LOPES et al. 1994). Nao existem relatos de efeitos danosos como
disseminacdo do tumor apds bidpsia da lesdo (EKSTROM e EDSMYR
1958).

Devido a baixa acuracia dos métodos diagnosticos na avaliacdo dos
linfonodos inguinais, sejam estes, clinicos ou de imagem, muitos autores
passaram a estudar novas formas de avaliacdo desses linfonodos regionais
e com isso, diminuir a morbidade da linfadecectomia radical classica.

Na tentativa de melhorar a acuracia da avaliagcéo linfonodal, a puncéo
por agulha fina dos linfondos suspeitos pode ser realizada, porém
valorizando apenas 0s resultados positivos, pela baixa sensibilidade do
método (HORENBLAS et al. 1991; BURGERS et al. 1992).

Utilizando a linfocintilografia a partir do linfatico principal no dorso
peniano, foi identificado e denominado de linfonodo sentinela (LS), o
primeiro sitio de disseminacdo da doenca (CABANAS 1977), segundo o

mesmo, a bidpsia do LS, definiria melhor o estadiameto e a conduta, ja que



a linfadenectomia radical seria evitada nos casos de LS negativo. No
entanto, posteriormente, houve relatos em outros estudos, do
desenvolvimento de metastases linfonodais em pacientes cujo LS foi
negativo, e assim questionado o real valor do método (PERINETTI et al.
1980; WESPER et al. 1986).

Mais recentemente, HORENBLAS et al. (2000), utilizando a
linfocitilografia pré—operatoria com dextram marcado com tecnécio sob
auxilio de um gama-probe no intra-operatorio, rastreavam 0s possiveis sitios
linfonodais de disseminacdo metastatica, obtendo alto indice de acerto.
Porém, dois anos apa@s, a partir da avaliacdo de 90 pacientes com cancer de
pénis, utilizando o mesmo méetodo de rastreamento, foi relatado um indice de
falso negativo de 22%, com sensibilidade de 80%, deixando duvidas sobre a

eficiéncia do método (TANIS et al. 2002).

1.5 ESTADIAMENTO

O estadiamento de qualquer neoplasia consiste na avaliagdo da
extensdo da doenca do ponto de vista local, regional e a distancia. E uma
etapa imprescindivel para o prognostico e para a definicho da melhor
conduta a ser instituida.

O estadiamento mais utilizado foi proposto por JACKSON (1966), o

qual classificava a doenca em 4 estadios clinicos:

- Tumor limitado a glande e prepucio.
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Il- Tumor invaindo o corpo peniano.

- Tumor com metastases inguinais, porém ressecaveis.

IV-  Tumor invadindo estruturas adjacenttes e/ou tumor
associado com metastases inguinais irressecaveis e/ou
metéastases a distancia.

Entretanto, ao longo dos anos, esta classificacdo se mostrou falha,
pois era basicamente clinica, ndo detalhando caracteristicas importantes do
tumor primario e das metastases como: tamanho, extensdo da infiltracdo do
tumor primario e das metastases, numero e localizacdo dos linfonodos
comprometidos, além do grau de diferenciacdo do tumor (SCHELLHAMMER
et al. 1992).

Mais recentemente, um novo sistema de classificacdo, passou a ser
utilizado. O mesmo leva em consideracédo o tamanho do tumor e/ou seu grau
de infiltracdo em profundidade (T), a situacdo linfonodal das regides
inguinais (N) e a presenca ou auséncia de metastases (M)—Sistema TNM,
da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC-2002). A esta Ultima
classificacéo, foi incorporada parametros histopatolégicos do tumor primario
e dos linfonodos, como infiltracdo de corpos cavernosos, uretra, metastases
em um ou mais linfonodos inguinais e metastase em linfonodos pélvicos

(HERMANEK e SOBIN 1987).
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1.6 ASPECTOS TERAPEUTICOS

O padrao ouro no tratamento definitivo para o cancer de pénis, ainda
€ baseado na resseccdo cirargica da lesdo peniana primaria com margem de
seguranca, seguida de linfadenectomia inguinal e/ou inguino-iliaca radical
classica, sempre bilateral o mais precoce possivel, quando indicada
(CATALONA 1980; MOHS et al. 1985; HORENBLAS et al. 1991; LOPES et
al. 1996b).

Atualmente, com o desenvolvimento tecnoldgico e o aperfeicoamento
de novas técnicas, cada vez menos invasivas, em prol do efeito cosmético,
melhor qualidade de vida e reintegracdo biopssicosocial do paciente,
preservando sempre, a eficiéncia do tratamento e a cura do tumor, as lesbes
pequenas, em estadios iniciais, podem ser tratadas de forma conservadora
(LONT et al. 2006), seja por radioterapia, laserterapia (MEIJER et al. 2007,
TEWARI et al. 2007), ou até resseccdes regradas, com excisdo local da
lesé@o, respeitando com rigor as margens de seguranca (MOHS et al. 1992).
Entretanto, necessitam de protocolos bem definidos e indicagdes criteriosas,
além de um acompanhamento rigoroso no pés operatorio, pois os indices de
recidiva, sejam locais ou regionais sdao aumentados (ODLAND 1997; LONT
et al. 2006).

Apesar do impacto mutilante, a amputacdo parcial ou total do pénis
sdo na pratica clinica, as cirurgias mais realizadas no tratamento do
carcinoma peniano, mesmo porgue, na maioria dos casos o diagndstico do

tumor € feito tardiamente, ja em estadio avancado. Amputacfes parciais
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devem apresentar margem entre 1,5-2,0cm do tumor. Somente com
margens adequadas, as taxas de recidivas locais sdo baixas (DEKERNION
et al. 1973). Lesbes que infiltrem a base do pénis ou em tumores extensos,
com coto peniano inadequado, geralmente menores que 4,0 cm, as
amputacdes totais com uretrostomia perineal sdo mais adequadas (DAS
1992).

A outra etapa fundamental na cura do cancer de pénis, € a
abordagem terapéutica dos linfonodos regionais, com o indice de cura pos
linfadenectomia variando de 30-70%. Entretanto, quando né&o tratados, o
Obito ocorre em geral dentro de dois anos (DEKERNION et al. 1973;
CATALONA 1980; POMPEU 1993). A sobrevida do doente é inversamente
proporcional ao numero de linfonodos acometidos. Varias séries reportaram
sobrevidas favoraveis em individuos com baixas taxas de acometimento
linfonodal pds linfadenectomia (SRINIVAS et al. 1987; FRALEY et al. 1989;
ORNELLAS et al. 1994). Apesar da baixa acuracia dos métodos outrora
utilizados na avaliacdo linfonodal (SUFRIN e HUBEN 1987) e da alta
morbidade da linfadenectomia (HERR 1992; LOPES et al. 1996b), a selecéo
dos pacientes deve ser criteriosa (BEGGS e SPRATT 1964; KAMAT et al.
1993; COBLENTZ e THEODORESCU 2002), pois é a ultima e unica chance
de cura do doente.

Muitos protocolos advogam o uso do antibiotico por 2-6 semanas pos
tratamento do tumor priméario do pénis, ndo s6 para um maior controle da
infeccdo subjacente ao tumor, ja que a linfadenopatia inflamatoria € um

diagnéstico diferencial importante, mas também, pela reducdo da morbidade
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operatorio relacionada com a linfadenectomia inguinal posterior (ROTOLO e
LYNCH 1991, SCHELLHAMMER et al. 1992).

Existe uma polémica entre a realizacdo de linfadenectomias
terapéuticas ou profilaticas. Alguns estudos mostram que a realizacdo das
primeiras propicia uma sobrevida semelhante quando da realizacdo das
altimas (EKSTROM e EDSMYR 1958; BEGGS e SPRATT 1964), entretanto,
estudos mais recentes ndo confirmam estes achados, mostrando indices de
sobrevidas infinitamente superiores quando realizadas profilaticamente em
comparacao com as terapéuticas, principalmente nos T2 e T3 (MCDOUGAL
et al. 1986; FRALEY et al. 1989). Finalmente, a tendéncia atual € realizar
linfadenectomias profilaticas nos tumores com estadio T2 e T3. A forma de
realizacdo da linfadenectomia também é variavel (CATALONA 1988).

Atualmente, a cirurgia laparoscopica, ja utilizada na disseccéo linfatica
pélvica desde 1990 (SCHUESSLER et al. 1991), vem trazendo contribui¢cdes
importantes ndo s6 na linfadenectomia pélvica, mas também na
linfadenectomia inguinal nos pacientes com carcinoma de pénis (MACHADO
et al. 2005). Apresentando resultados iniciais favoraveis: menor morbidade,
menor permanéncia hospitalar, numero de linfonodos ressecados
satisfatorios, recuperacdo pos-operatoria melhor e mais rapida (TOBIAS-
MACHADO et al. 2007). Contudo, ainda sem um seguimento adequado e
portanto, ainda longe de ser padrédo-ouro na linfadenectomia inguinal.

A lateralidade da linfadenetomia é definida pela drenagem linfonodal
do 6rgéo, que € do tipo cruzada, assim, a linfadenectomia bilateral deve ser

sempre 0 padrdo, ja que o risco de metastases contralaterais € de até 30%
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(SRINIVAS et al. 1987; LOPES et al. 1996b). Por outro lado, a
linfadenectomia pélvica, s6 deve ser realizada quando da positividade dos
linfonodos inguinais, pois de 15-30%, a disseminacdo pélvica é encontrada
(PURAS et al. 1978; SRINIVAS et al. 1987). A disseminacdo linfatica
exclusiva para os linfonodos pélvicos é bastante rara (ABI-AAD e

DEKERNION 1992).

1.7 VARIAVEIS PROGNOSTICAS

A presenca de metastases linfonodais € o principal fator de
progndéstico no carcinoma de pénis, (STAUBITZ et al. 1955; WAJSMAN et al.
1977), prevalecendo como consenso em estudos mais recentes
(NARAYANA et al. 1982; YOUNG et al. 1991; POMPEU 1993; HORENBALS
et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al. 1996b).

Corroborando este consenso, SUFRIN e HUBEN (1987), obtiveram
27,5% e 66,2% de sobrevida em 5 anos, dos pacientes com e sem
metéstases linfonodais, respectivamente. SRINIVAS et al. (1987)
apresentaram indices de 28% para aqueles com metastases e de 74% para
0S sem metastases, também em relacdo a sobrevida em 5 anos.

Ao longo dos anos, inUmeros autores tentaram correlacionar fatores
clinicos e/ou patolégicos com comprometimento linfonodal pelo carcinoma
peniano, buscando escores cada vez mais especificos, proporcionando uma

selecao correta dos pacientes com mellhor ou pior progndstico e, a partir dai,
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uma abordagem eficaz com o minimo de morbi-mortalidade e o0 maximo de
curabilidade da doenca.

Alguns autores correlacionaram a extensdo do comprometimento
linfonodal com o progndstico, sugerindo até, algumas classificagdes como a
que dividia o status linfonodal em N1- Apenas 1 linfonodo comprometido;
N2- 2-6 linfonodos comprometidos; N3- >6 linfonodos, sendo N3a- Unilateral
e N3b- Bilateral. N4- Comprometimento extra-nodal (SRINIVAS et al. 1987).
Neste mesmo estudo, foi relatada sobrevida em 5 anos de 50-80% nos
casos de Nle N2 e de 4-12% nos caos de N3 e N4. HORENBLAS et al.
(1993), observaram que pacientes com mais de 2 linfonodos inguinais
metastaticos, apresentavam ndo sO, maior incidéncia de metastases
linfonodais contralaterais e pélvicas, mas também, maior indice de oObito pela
doenca. Estudos mais recentes, também obtiveram uma correlacéo
diretamente proporcional do namero de linfonodos com o aumento da taxa
de oObito pela doenca (LOPES et al. 2000).

Quando da correlagcdo de fatores clinicos e histolégicos do tumor
primario com o prognostico do carcinoma peniano, SOLSONA et al. (1992),
correlacionando o sitio do tumor com o prognostico da doenca, observaram
que 64,3% dos pacientes com invasdo de corpo cavernoso apresentaram
metastases linfonodais, diferentemente daqueles sem invasdo com apenas
4,2% de metastases. Posteriormente, a partir de uma analise prospectiva, o
mesmo autor demonstrou que no estadio T1 havia 11% de
comprometimento linfonodal contra 63% no estadio T2 e T3 (SOLSONA et

al. 2001).
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LOPES et al. (1996b), avaliando espessura tumoral e presenca de
embolizacdo vascular e linfatica de células tumorais, observaram que
tumores com profundidade maiores que 5mm, apresentavam um numero
maior de metastases linfonodais em comparacdo aos tumores mais
superficiais, e que a embolizacdo tanto vascular quanto linfatica é fator
preditivo para metastase linfonodal, fato este, também observado por
FRALEY et al. 1989; SLATON et al. 2001; GUIMARAES et al. 2006).

O grau de diferenciacdo do tumor é outro aspecto aventado por
muitos autores como preditor, ndo somente de comprometimento linfonodal,
mas também de sobrevida global (POMPEU 1993; SLATON et al. 2001).
FRALEY et al. 1985, ratificaram esta afirmativa, quando observaram que
pacientes com tumores pouco diferenciados, apresentam mais metastases
linfonodais e menor sobrevida quando comparadas a lesdes mais
diferenciadas. SOLSONA et al. (2001), relatou risco de metastases
linfonodais de 15% para os tumores de grau 1, 67% para 0 grau 2 e ate,
75% para o grau 3.

GUIMARAES et al. (2006), avaliaram o tipo de invas&o patoldgica do
tumor espinocelular do pénis (baseada em padrfes histolégicos de tumores
de outros 6rgdos em seres humanos), e procuraram correlaciona-la ao
comprometimento linfonodal. Observaram uma significancia estatistica para
o tipo infiltration com 65% de metastase linfonodal em comparacdo ao tipo
pushing infiltration com apenas 23% de metastase nos linfonodos.

FICARRA et al. (2006), desenvolveram um nomograma baseado no

estadio clinico dos linfonodos inguinais e nos achados patologicos dos
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tumores primarios tratados que pudesse estimar o risco de desenvolvimento
de metastases nos linfonodos e assim, tivesse o papel de selecionar com
maior critério quais os pacientes que realmente se beneficiariam com a
linfadenectomia radical em relacdo ao prognostico e sobrevida,
independente da morbi-mortalidade intrinseca do procedimento. Os fatores
de maior risco para o desenvolvimento de metastase linfonodal foram em
ordem decrescente: embolizacdo vascular e/ou linfatica; presenca clinica de
linfonodomegalia; grau histolégico do tumor; tipo de crescimento tumoral e
infiltracdo de corpo esponjoso; invasdo de corpo cavernoso; infiltracdo de
uretra; espessura do tumor. Esses fatores somados ddo o escore do
paciente. Quanto maior a pontuacdo, maior 0 risco de metastases
linfonodais.

KATTAN et al. (2006), aperfeicoando este nomograma, criou um
segundo nomograma baseado desta vez, nos achados patologicos pos
amputacdo e pos linfadenectomia. Observaram que a espessura tumoral,
nesse nNoOvo nomograma representa um risco bem aumentado de
desenvolvimento de metastases linfonodais quando comparado ao
nomograma anterior. O risco na infiltragdo cavernosa suplantou o da
infiltracdo esponjosa em relacdo também ao nhomograma anterior, € 0 risco
diminuiu entretanto, quando o fator analisado foi tipo de crescimento tumoral
(vertical ou superficial).

O HPV, infeccdo associada ao carcinoma de pénis, também muito
estudado como fator correlacionado ao comprometimento linfonodal, n&o

demonstrou influéncia estatisticamente significativa, quando da presenca
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isolada do DNA-HPV, em relacdo ao aumento da incidéncia de metastases
linfonodais (VILLA e LOPES 1986; BEZERRA et al. 2001), por outro lado, a
associacdo da presenca do DNA-HPV com o aumento da expressao do p53
sao relacionadas a um pior prognostico da doenca (LOPES et al. 2002).

Contudo, apesar de todos esses estudos tentarem correlacionar os
fatores clinicos e/ou anatomo-patologicos, ndo existe ainda uma precisao
inconteste no estadiamento do tumor. Com o aperfeicoamento de técnicas
de anatomia patologica e o desenvolvimento tecnolOgico, passou-se a se
estudar fatores bio-moleculares preditores de prognadstico, buscando assim,
ampliar as ferramentas disponiveis para o melhor estadiamento e selecdo de
pacientes.

LOPES et al. (2002), a partir de um estudo de 82 pacientes com
carcinoma peniano, demonstraram que a hiperexpressdo do p53 estava
associada a uma alta incidéncia de metastases linfonodais tanto na analise
univariada quanto na multivariada.

A partir do estudo da Prostaglandina E2 (PGE2) e Ciclooxigenase
(COX) em carcinoma peniano, foi observado uma expressao aumentada de
ambos bio-marcadores tanto através da imunoistoquimica quanto pela
técnica do western blotting somente em células tumorais, sem crescimento
dos mesmos, em tecido normal do pénis (GOLIJANIN et al. 2004).

CAMPOS et al. (2006), avaliaram através da técnica de
imunoistoquimica, a caderina-E (E-caderina); metaloproteinase 2(MMP-2) e
metalproteinase 9(MMP-9) como fatores prognosticos no cancer peniano,

relatando uma associacado significativa da baixa expressado da caderina-E
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com metastases linfonodais. Em relagcdo a recorréncia da doenca, a
expressao da MMP-9 se mostrou como fator independente de risco.

SOARES et al. (2006), confrontando os trés tipos de crescimento e
invasdo do carcinoma peniano com a expressao imunoistoquimica das
metaloproteinases dos tipos 2 e 9, obtiveram uma associacao interessante
entre a expressao aumentada das metaloproteinases 2 e 9 com um padréo
de invasividade maior, principalmente naqueles tumores com pouca
diferenciacéo histoldgica.

GUIMARAES et al. (2007) questionaram o valor progndstico do PCNA
e do MIB-1/KI-67 no CEC de pénis, apos estudo prévio do mesmo autor em

2003.

1.8 CICLO CELULAR

Durante muito tempo, a mitose e a citocinese foram eventos muito
apreciados através da microscopia O6tica no ciclo celular, apesar de
constituirem em conjunto um evento breve, chamado de fase M. Por outro
lado, a fase de transicdo entre as mitoses chamada de interfase apresenta-
se como um evento mais demorado e homogéneo. Este ultimo quando
analisado com técnicas mais novas, é constituido de uma série de eventos
ordenados e muito bem regulados com um Gnico objetivo: preparar a célula
para o periodo de divisdo celular (MURRAY et al. 1994). Entdo, o ciclo
celular de uma célula eucariética é dividido em 2 fases: interfase (G1-gapl,

S -sintese e G2 — gap2) e M (mitose). Na fase G1 inicia-se a producao de
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proteinas que se estende por toda interfase, inicialmente com a sintese de
RNA, preparando a célula para a duplicacdo do material genético. Nesta
fase existe ainda um importante checkpoint, no qual existe toda uma
checagem do processo de sintese protéica, sinalizando para a célula trés
possiveis caminhos: continuar o ciclo; interromper ciclo ou sair do ciclo. Na
fase S ocorre a duplicacdo do material genético (DNA) propriamente dito, e a
fase G2 consiste na preparacdo para mitose (M). Nesta ultima, ha a
duplicacdo celular propriamente dita e producdo de duas células-filhas
(LEWIN 2001; KNOPP et al. 2005). ApGs o término do ciclo celular, a célula

pode novamente entrar em divisdo ou iniciar a fase GO (fase de repouso).

1.9 REGULACAO DO CICLO CELULAR

O ciclo celular é regulado pelas ciclinas, quinase dependentes de
ciclinas (cdk’s) e inibidores ciclinoquinase dependentes (cki's). As ciclinas,
descobertas em 1983 por Richard Timothy Hunt, sédo proteinas que agem
como subunidades reguladoras das cdk’s as quais sao proteinas cataliticas
que fosforilam proteinas alvo durante o ciclo celular (LEWIN 2001;
RUDOLPH et al. 2003; KOLJONEN et al. 2004). Com o estudo das ciclinas,
avancos no conhecimento molecular de varios tipos de canceres em
humanos foram alcancados. Todas as ciclinas contém um dominio utilizado
para ligacéo e ativacao das cdks, formando assim, um complexo ciclina-cdk.
As ciclinas ndo tém somente a funcdo de regular o ciclo celular, atuam

juntamente com seus complexos de cdks respectivos na regulacdo da
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transcricdo, reparo de DNA, diferenciacdo e apoptose (JOHNSON e
WALKER 1999).

As ciclinas do tipo D, induzem células na fase GO, estimulando-as a
entrar na fase G1, iniciando o ciclo celular. As ciclinas D1, D2 e D3, formam
complexos com as cdk4 e cdk6 ativando-as para que as mesmas possam
atuar em proteinas alvo (ex: proteina retinobalstoma -pRb) (KNOPP et al.
2005). Para a célula transpor da fase G1 para a fase S, a fosforilagdo da
pRb é essencial para a liberacdo do fator de transcricdo E2F (LEWIN 2001;
GRADISHAR 2005). Com isso o complexo ciclina/cdk atuara sobre E2F/pRb
fosforilando a proteina retinobalstoma em sitios especificos, o que resultara
no desligamento deste complexo, liberando E2F o qual pode, entéo, ativar a
transcricdo dos genes cujas funcdes sdo necessarias para fase S, como por
exemplo ativacdo do gene que codifica a ciclina E. A ciclina E atua no final
da fase G1 formando complexo com cdk2 o qual regula a funcao de varias
proteinas alvo. E nesta fase que a ciclina E/cdk2 associada ao complexo
E2F/pl07 ativa a expressao da ciclina A. A ciclina A forma complexo com
cdk2 iniciando a duplicacdo do DNA (fase S) e com cdc2 na transicdo da

fase G2 para fase M (Figura 1).
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Fonte: JOHNSON e WALKER (1999)
Figura 1 - Regulacdo da atividade transcricional do E2F através do ciclo
celular.

A ciclina B atua na transicdo da fase G2 para M mediante a
defosforilagcdo de cdc25, o qual ativa o complexo ciclinaB/cdc2, necessario
para a progressdo da fase G2 para M, havendo assim a duplicacao celular
(LEWIN 2001).

As ciclinas foram originalmente denominadas em funcdo da sua
propriedade em acumular de forma continua ao longo do ciclo celular. Entéo,
elas sé@o destruidas ao final da fase M por protedlise (LEWIN 2001).

Atribui-se a desregulacdo do controle do ciclo celular normal a
patogénese da maioria dos canceres em humanos. A expressao anormal de
proteinas reguladoras que controlam a transicdo da fase G1 para fase S,
fator limitante para a progressdo do ciclo celular, € frequentemente
observada. Estudos sobre ciclinas estdo sendo realizados com objetivo de
buscar correlagcdo da expressao destas proteinas com a patogénese dos
tumores malignos em humanos (BALI et al. 2004; KOLJONEN et al. 2004;

KNOPP et al. 2005).
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1.10 CICLINA D1

A ciclina D1, uma das ciclinas mais estudadas, apresenta correlagdes
importantes na patogénese molecular de vérios tipos de cénceres em
humanos.

Varios estudos, utilizando a técnica de imunoistoquimica, foram
realizados objetivando analisar a expressao anormal dos produtos do gene
da ciclina D1 nos vérios tipos histolégicos do cancer epitelial de ovario
(seroso, endometridide, mucinoso e carcinoma de células claras). Existem
fortes evidéncias que a expressao aumentada das ciclina D1 esta presente
nas células tumorais ovarianas, o que nao € observada em células normais
de ovéario (HUNG et al. 1996; WORSLEY et al. 1997; DHAR et al. 1999;
CHEN et al. 2005), poréem sem diferenca estatistica entre o0s tipos
histol6gicos deste tumor. Foi verificado que a expressdo desta ciclina foi
aumentada basicamente em tumores de grau 1 e 2, e naqueles bem
diferenciados (MASCIULLO et al. 1997). Foram também encontradas
evidéncias de aumento da expressao da ciclina D1 no tipo mucinoso e de
células claras (SUI et al. 1999).

BARBIERI et al. (1999), utilizando a técnica de Western Blot,
observou aumento da expressao de ciclina D1 somente no tipo histolégico
seroso, pouco diferenciado e em estagio avancgado.

Apesar das conclusbes dos diferentes estudos realizados sobre a
expressdo da ciclina D1 no cancer de ovario ndo serem uniformes, talvez

pelas diferentes técnicas de analise utilizadas, ou talvez pelos diferentes
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sistemas de escore utilizados, sabe-se que o gene da ciclina D1 esta
presente na tumorigénese do cancer de ovario (CHEN et al. 2005).

As ciclinas também foram estudadas no CEC de vulva, trazendo
contribuicbes importantes na patogénese molecular deste tumor. Como o
tratamento do carcinoma da vulva é geralmente mutilante, assim como o de
cancer de pénis, levando a conseqléncias fisicas e psicologicas
importantes, e principalmente com o aumento da prevaléncia deste tumor
em mulheres cada vez mais jovens, estudos estdo sendo realizados com o
objetivo de individualizar o tratamento, reduzindo os efeitos negativos nas
pacientes de melhor prognoéstico. Os marcadores moleculares vém para
ajudar neste planejamento terapéutico, selecionando pacientes para serem
submetidos a tratamentos menos radicais, sem, contudo aumentar a
probabilidade de metastases. Assim, KNOPP et al. (2005), analisaram a
expressdo molecular da ciclina D1 na patogénese molecular do carcinoma
de vulva, avaliando se esta poderia ser considerada um potencial marcador
molecular para predicdo de prognostico desta patologia. O estudo avaliou
224 mulheres com carcinoma vulvar num periodo de 14 anos, somente com
tratamento cirdrgico, sem radioterapia e/ou quimioterapia pré-operatoria. Foi
observado que a ciclina D1 apresentou expressao baixa (nenhuma nucleo
celular positivo) em 74% dos espécimes estudados, enquanto expressao alta
(qualquer quantidade de nuacleo celular positivo) em 26% dos espécimes
estudados. A ciclina D1 apresentou correlacdo estatisticamente significativa
com a expressao da proteina pl16, p21 e p53. Os autores observaram neste

estudo que a expressao da ciclina D1 em cancer de vulva é maior quando
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comparada ao cancer de colo de utero. Este fato pode justificado pela
ligacdo do virus HPV, muito associado no cancer de colo, ao receptor da
pRb diminuindo a expressao da ciclina D1 nesta patologia (KNOPP et al.
2005).

A ciclina D1 foi estudada também nos tumores endocrinos do
pancreas em humanos, sendo observada uma expressdo anormal desta
mesma ciclina em 43% (26/64 casos) dos casos estudados. Quando
classificados quanto a porcentagem de positividade nuclear, observou-se
que, dentre os 26 casos que expressaram a ciclina D1, 13 casos
apresentaram menor que 25% da positividade nuclear; 7casos apresentaram
25-50% de positividade nuclear e 6 casos apresentaram positividade nuclear
maior que 50%. Tanto em casos iniciais quanto nos avancados houve
expressdo da ciclina D1 sem contudo, apresentar diferenca estatistica.
Assim, sugere-se neste estudo que a ciclina D1 funciona como um oncogene
envolvido na patogénese desses tumores (CHUNG et al. 2005).

Ainda tratando-se de cancer em pancreas, com o objetivo de tentar
explicar a quimiorresisténcia das ceélulas tumorais e utilizando uma
determinada linhagem de célula pancreatica cancerigena, foi estabelecida
que a expressao aumentada da ciclina D1 determina resisténcia aos efeitos
apoptoticos e inibitérios de crescimento, ocasionados pelo uso do
quimioterapico cisplatina. Por outro lado, com a reducdo da expressao da
ciclina D1, houve tanto um aumento da sensibilidade a cisplatina quanto um
aumento da inducdo de apoptose. Em conclusdo, o aumento da

quimioresisténcia relacionada com da expressdo aumentada da ciclina D1 foi
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associada as suas duas fun¢Bes primordiais: de promocdo do crescimento
celular e de inibicdo das drogas indutoras de apoptose (BILIRAN et al.
2005).

No grupo de tumores epidermoides de cabeca e pescoco, varios
estudos demonstraram impacto adverso do gene da ciclina D1 no
prognoéstico do paciente. Estudo realizado em pacientes com carcinoma
epidermodide de orofaringe, utilizando a técnica de imunoistoquimica, foi
observado 66% de expressdo aumentada da ciclina D1. Analisando a curva
de sobrevida foi demonstrado que o aumento da expressdo da ciclina D1
eleva a porcentagem de recorréncia local do tumor, e por sua vez diminui
tanto a sobrevida total, quanto a sobrevida livre de doenca em cinco anos.
Assim, a ciclina D1 apresentou-se como preditora significante para os trés
fatores estudados. Em conclusdo, a ciclina D1 é um preditor forte de
progndéstico em pacientes com carcinoma epidermooide de orofaringe e por
este motivo, pode definir estratégias terapéuticas como forma de melhorar a
sobrevida, como também reduzir a recorréncia nestes pacientes (YU et al.
2005).

Estudo desenvolvido com 48 pacientes diagnosticadas com
carcinoma invasivo de mama através de biopsia, mostrou os seguintes
resultados: 73% do grupo de pacientes estudadas, apresentou uma
expressao moderada ou alta da ciclcina D1, e quando analisadas utilizando
a curva de sobrevida (Kaplan-Meier), mostrou ndo s6 um aumento na
sobrevida global, mas também uma aumento na sobrevida livre de doenca.

Pacientes que apresentaram positividade tanto para receptor de estrogeno
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quanto para ciclina D1, tiveram melhor progndstico. Pela analise univariada
da ciclina D1 com parametros clinicos, constatou-se significancia estatistica
inversamente proporcional da ciclina D1 com o grau e o tamanho do tumor.
O estudo sugere a quantificacdo da ciclina D1 como método de rotina na
avaliacao diagnodstica do cancer de mama (BILALOVIC et al. 2005).

No carcinoma de pénis, existe apenas um estudo que analisa a ciclina
D1 e o KI-67, tanto em casos de carcinoma peniano, quanto nos casos de

lesGes pré malignas de pénis (PAPADOPOULOS et al. 2007).

1.11 TECNICA DE TISSUE MICROARRAY (TMA)

O estudo destes bio-marcadores com a técnica do TMA, permite a
realizacdo de painéis com mdltiplos marcadores, sincronicamente e sob as
mesmas condicdes operacionais. Possibilitando a analise de eventos
concomitantes com mais rapidez, menor custo e maior uniformidade técnica,
comparado com os métodos imunohistoquimicos habituais. Como os tecidos
arquivados em parafina sdo de uso limitado para pesquisa, uma vantagem
adicional do TMA é a maior preservacdo deste material arquivado em
comparacao com os métodos tradicionais (KONONNEN et al. 1998; RIMM et
al. 2001).

Embora neste método o reduzido tamanho da amostra possa sugerir
um risco de uma sub-avaliacdo, quando comparado os volume teciduais
obtidos com esta técnica (0,6 mm em diametro; 0,282 mm? /amostra) Varios

artigos tem revelado valor prognoéstico similar de estudos com o TMA em
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comparacao as técnicas habituais (CAMP et al. 2000; MUCCI et al. 2000;
NOCITO et al. 2001). A confeccdo de mais de uma lamina receptora com o0s
mesmos casos (RIMM et al. 2001) e com amostras em duplicata em cada
bloco receptor, permite confeccédo de duas a quatro amostras de cada caso,

gue submetidas a 0 mesmo marcador, eliminam este risco hipotético.
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OBJETIVOS

Estudar a expressdo imunoistoquimica (IMQ) da ciclina D1 em CEC

de pénis, utilizando a técnica do tissue microarray.

Estudar o valor prognéstico da expresséao IMQ da ciclina D1 em CEC

de pénis.

Correlacionar os achados de expressao IMQ de ciclina D1 em CEC
de pénis com variaveis clinicas, demograficas e anatomopatoldgicas
selecionadas tendo como estimadores de progndésticos a ocorréncia
de metastases linfonodais e as taxas de sobrevida livre de doenca,

sobrevida global e sobrevida cancer especifica.
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3  POPULACAO E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidos no estudo os pacientes admitidos na divisdo de
Urologia do Departamento de Cirurgia Pélvica do Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital A.C. Camargo, no periodo de 1953 a 2004, com
diagnostico de CEC de pénis. A partir de uma amostra de 351 casos
inicialmente selecionados, 333 pacientes foram habilitados para analise,
selecdo de blocos de parafina, revisdo de laminas histologicas, com o
proposito de confirmacdo diagnostica e principalmente, da realizacdo do

estudo imunoistoquimico dos mesmos.

3.1.1 Critérios de incluséo

o Pacientes portadores de CEC de pénis, submetidos a cirurgia do
tumor primario e a linfadenectomia regional wuni ou bilateral
concomitantemente ao tratamento do tumor primario ou em qualquer
momento do seguimento.

o Pacientes que ndo foram submetidos a linfadenectomia, porém com
seguimento adequado, por pelo menos 5 anos.

o Pacientes que apresentam material arquivado em bloco de parafina

suficiente para novos cortes histolégicos e confirmacéo do diagnoéstico.
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3.1.2 Critérios de exclusao

o Pacientes que apresentavam metastases a distancia no momento do
diagnéstico.

o Pacientes com segundo tumor primario no momento do diagnadstico.

o Pacientes que foram submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia

previamente ao tratamento cirdrgico do tumor primario do pénis.

3.2 METODOLOGIA

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram obtidos dos prontudrios
médicos arquivados no SAME - Servico de Arquivo Médico e Estatistica do
Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital A.C. Camargo da Fundacéo
Antonio Prudente de Sao Paulo.

Os dados coletados foram registrados em uma ficha de levantamento
de dados previamente definida (Anexo 1).

Foi feita uma analise retrospectiva dos dados obtidos.

Posteriormente, foram coletados o0s respectivos materiais dos
pacientes devidamente arquivados, em parafina, no Departamento de
Anatomia Patologica do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital A.C.
Camargo, que foram passiveis de confirmacao diagndstica.

As laminas dos respectivos pacientes foram separadas e aquelas de
ma qualidade, desprezadas, sendo feitas novas laminas com o material
parafinado, previamente coletado, para a confirmacdo do diagndstico e

marcacao da &rea tumoral. Dois patologistas (FAS; IWC), do departamento
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de Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo, realizaram essa analise,
sendo todo o material revisado por um terceiro patologista (AC) de outro
Sservico.

O material foi entdo, utilizado para a confec¢cdo do tissue microarray

(TMA) e, posteriormente, para o estudo imunoistoquimico com a ciclina D1.

3.2.1 Diagnastico

Todos os pacientes foram avaliados inicialmente por exame clinico
geral, analisando-se o0s diversos aparelhnos e sistemas, e exame
locoregional, no qual a lesdo primaria era caracterizada segundo o seu
aspecto, localizacdo e extensdo. A presenca de linfonodos clinicamente
metastaticos foi investigada através da palpacao das regides inguinais. O
toque retal foi realizado para avaliacdo de possivel infiltracdo da raiz do
pénis e prostata.

A suspeita clinica foi confirmada sempre pela bidpsia incisional da
area periférica da lesdo. O material de biopsia obtido foi fixado em formalina
a 10% e incluido em parafina. Os cortes foram corados pela hematoxilina-
eosina. Quando os pacientes ja haviam sido biopsiados em outras
instituicbes, as laminas foram submetidas a revisdo anatomopatoldgica

sistematica.

3.2.2 Estadiamento
O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM, UICC 2002,

onde se recomenda o0 agrupamento dos pacientes por estadios clinicos e se
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considera linfonodos regionais aqueles localizados nas regides inguinais. As
metastases pulmonares foram investigadas através de radiografias de torax

realizadas nas incidéncias postero-anterior e perfil.

3.2.3 Procedimento cirurgico

Todos os pacientes foram tratados por cirurgia. Os tumores foram
excisados com margem macroscopica minima de 2,0 cm. O tipo de cirurgia
realizada variou de acordo com a extensdo do tumor. Os procedimentos
realizados foram resseccado ampla, amputacéo parcial ou total do pénis. No
altimo caso, os pacientes foram submetidos a uretroplastia perineal.

O tratamento dos linfonodos regionais, quando necessario, foi a
linfadenectomia inguinal ou ilioinguinal bilateral. A linfadenectomia
ilioinguinal consistiu na resseccdo em monobloco de linfonodos, vasos
linfaticos e tecido aureolar de sustentacdo da cadeia iliaca comum, externa e
interna, do contelddo da fossa obturadora e da regido inguinal, conforme
técnica preconizada no Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital
A.C.Camargo (GENTIL et al. 1986). Nas linfadenectomias inguinais, a
cirurgia limitou-se a essa regiao, sendo ressecados os linfonodos superficiais

e profundos.

3.2.4 Seguimento dos pacientes
O acompanhamento dos pacientes se deu em consultas
ambulatoriais. As consultas foram realizadas mensalmente no primeiro

semestre, e bimestrais no segundo. Do segundo ao terceiro ano de
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seguimento estas consultas passaram a ser trimestrais, sendo ap0s o
terceiro ano, realizadas anualmente.

Em todas as consultas eram realizados exame fisico sistémico e
locorregional. As radiografias de térax eram realizadas anualmente ou na
vigéncia de sintomas.

Os pacientes foram classificados segundo o seguimento em:

a) Vivos sem cancer

b) Vivos com cancer

C) mortos pelo cancer ou por complicacao do tratamento, incluindo ébito
pos-operatorio (até 30 dias pos cirurgia )

d) mortos por outras causas

e) perdidos de seguimento

3.2.5 Exame anatomopatolégico do tumor priméario

As pecas cirurgicas foram fixadas em solucdo de formalina a 10%.
Avaliou-se o tamanho da lesdo baseando-se no seu maior diametro,
extensdo em relacdo a glande, prepucio, corpo de pénis, uretra e estruturas
adjacentes. No minimo dois cortes representativos da peca cirargica, além
de fragmentos da margem de resseccdo do tumor foram incluidos em
parafina e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

Os critérios usados para definir as variaveis anatomopatoldgicas

foram:
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a) Espessura do tumor:
Medida a partir da superficie até a infiltracdo da regido mais profunda
com o auxilio de uma escala milimétrica aplicada sobre o corte histolégico.

Foram entdo agrupados em: 1) até 5mm e 2) maior que 5mm.

b) Grau de diferenciacdo do tumor:

Grau | (bem diferenciado): Caracterizado pela presenca de células
poligonais estratificadas, numerosas e visiveis pontes intercelulares, poucas
mitoses, pequeno grau de anaplasia e evidente queratinizacdo, com
NUMerosos e visiveis péroloas corneas

Grau Il (moderadamente diferenciado): Carcterizado pela presenca de
células poligonais estratificadas, poucas pontes intercelulares, mitoses
numerosas e atipicas, pleomorfismo nuclear evidente e com pérolas corneas
escassas ou ausentes.

Grau Il (pouco diferenciado): Caracterizado pela raridade de células
poligonais, com dificil visualizacdo de pontes intercelulares. Predominio de
células pequenas alongadas e indiferenciadas, acentuado pleomorfismo e

hipercromasia nuclear com mitoses numerosas e atipicas.

Os tumores com diferentes caracteristicas histologicas foram

classificados segundo o aspecto predominante.

C) Embolizacao vascular linfatica:
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Caracterizada por células neoplasicas, livres ou agrupadas, no lumen
vascular de paredes delgadas, revestidas por células endoteliais

desprovidas de fibras musculares lisas ou heméacias.

d) Embolizacdo vascular venosa:
Caracterizada por células neoplasicas, livres ou agrupadas, no lumen

vascular com hemacias, revestimento endotelial e fibras musculares.

e) Infiltrac&o de corpo esponjoso e cavernoso:
Caracterizado por invaséo por células neoplasicas dessas estruturas

vistas ao microscopio, parcial ou totalmente.

f) Infiltracéo Uretral:
Caracterizada quando a neoplasia invadia o epitéllio e/ou o cérion

subjacente.

3.2.6 Confeccdo do Tissue Microarray

Os casos do estudo foram separados do arquivo do Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital do Cancer, sendo identificados os
respectivos blocos de parafina para confeccéo e coloracédo de novos cortes
de HE. Os tumores foram reclassificados por trés patologistas (FAS; IWC;
AC), identificando-se nestas novas laminas, as areas correspondentes aos

tumores. Inicialmente, foram construidos quatro blocos pela técnica TMA,
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perfazendo um total de 351 casos que posteriormente foram submetidos ao
estudo imunoistoquimico.

Cada TMA contém duas laminas e estas foram spotadas em
duplicata. O TMA foi construido utilizando-se o dispositivo técnico chamado
de tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver Springs, EUA).

A area identificada no bloco de parafina do doador foi puncionada
com agulha de 1mm e os cilindros obtidos transferidos para o bloco receptor,
em duplicata. Construiu-se um mapa, com identificacdo detalhada de cada
cilindro, permitindo a localizacdo exata de cada caso. Um caso foi definido
como adequado, quando o corte resultante ocupou pelo menos 24% da area
total do cilindro. Foram realizados cortes sequienciais de 4um de espessura,
colhidos em laminas adesivas oriundas da Instrumedics (Hackensack NJ,
EUA).

Para maximizar o uso do TMA, todos os cortes foram colhidos em
uma unica sessao e armazenados para uso posterior. Realizou-se o controle
do numero de casos avaliaveis pela coloracdo de uma lamina a cada 25
cortes e pela contagem dos cilindros quando presentes. O TMA foi
considerado esgotado quando acima de 25% das amostras nao se

encontravam mais presentes nas laminas.

3.2.7 Técnicade imunoistoquimica
As reacdes de imunoistoquimica foram realizadas nas laminas do
TMA. As mesmas foram previamente revestidas por solucdo de 3-

aminopripyltriethosy-silano (APTS-Sigma® A3648) diluida a 4% em acetona.
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Os cortes histoldgicos foram desparafinizados e preparados por passagens
sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperacdo antigénica pelo
calor com irradiagcdo em banho-maria, utilizando-se tampéo EDTA + Tris, pH
9.0 por 40 minutos, deixando-se mais 10 minutos a temperatura ambiente. A
sequir, foi feito o bloqueio da peroxidase enddégena com solucéo de peroxido
de hidrogénio a 3% (4gua oxigenada 10 vol.), com trés trocas de 5 minutos
cada. Apos o bloqueio da peroxidase, também se fez o bloqueio de proteina
(DAKO® Protein Block Serum-Free) por 20 minutos. A seguir, as laminas
foram incubadas com os anticorpos primarios monoclonais de coelho ciclina
D1 (Bio SB® anticorpo pronto para uso) por 2 horas, em camara Umida, a
temperatura ambiente. Apds a incubacédo, as laminas foram lavadas em
tampéo PBS com trés trocas de 5 minutos cada, sendo incubadas, a seguir,
com NovoLinK Max Polymer (Novocastra), por 30 minutos, a temperatura
ambiente, passando em seguida por trés lavagens de 5 minutos em PBS. As
laminas foram reveladas com solucédo de Diaminobenzidina (DAB, DAKO®)
e contra coradas com hematoxilina de Harris (Merck®). As reacfes foram
realizadas em duas laminas de cada TMA, com intervalo de 60 cortes entre
elas, garantindo que as células analisadas ndo fossem as mesmas.
Procedeu-se entdo a montagem das laminas em Entellan (MERCK,

Germany).



39

B
. - -
’ ~ 4 y
LY P ’I. ““._
z 1 A" =
giL N Ly arh @
- 8 ¢ ]
. ' > e
. LAY w
= -, \ 2 7% g w0 2
““,;_o.-‘ LA : o..\ ‘\é,
, A% N NS S il - e
r AN ™ - -2 '-‘ LY
- L - - - 5
. 2 .:'o_,.:‘ - - - o 2P N Ny
) AF (7 e |
B '..’- - e - ,: ‘\:%
I raw ) W \
qbul’ NueTE eyt :
oy, Sarad 3
I“'.. / ""' 4 (]
Fulat ' ™ l-‘.s" " )
LY ] - *
. 8 - ,:‘..' ‘e (] . |
- - pra— 0
i AL .4 . /
Ay B - \ il '
m ma® AL

Figura 2 Fotomicrografia de CEC pouco diferenciado demonstrando
negatividade para proteina ciclina D1 nas células malignas (A).
Fotomicrografia de CEC moderadamente diferenciado demonstrando
positividade para proteina ciclina D1 nas células malignas (B).

Deste modo, quatro areas distintas do tumor foram avaliadas para cada
caso. Considerou-se 0 numero de células tumorais que apresentavam
positividade nuclear imunoistoquimica nas quatro areas distintas de cada
caso.

Apds a andlise imunoistoquimica das quatro areas para todos os 351
casos do TMA, observou-se que 16 casos ndo apresentaram tumor, ou pela
auséncia do mesmo na lamina, ou por perda do tecido durante a fase de
confeccéo das laminas do TMA, restando assim, 335 casos. Por se tratar de
um estudo retrospectivo, optou-se por avaliar a qualidade da
imunorreatividade dos casos estudados, através de marcadores especificos
para esse fim, utilizando-se citoceratina AE1/AE3 (DAKO®) e Vimentina
(DAKO®). O resultado foi uma imunorreatividade baixa em apenas dois
casos (0,6%), que foram excluidos, finalizando o banco do estudo com um

total de 333 casos.
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Os grupos foram entéo categorizados com base nas médias simples

das quatro areas avaliadas para cada caso (Tabela 1).

Tabela 1- Categorizacdo dos grupos para analise no estudo.

Grupos Expresséo de ciclina D1 %
G1 Negativo até 5
G2 Positivo >5

3.3 CASUISTICA

A casuistica do estudo foi dividida em duas etapas: aspectos
imunoistoquimicos, objetivo maior do nosso trabalho, e aspectos variados,
subdividido em: epidemiolégicos e clinicos; anatomopatoldgicos e cirargicos,
ja analisados em trabalhos prévios em pacientes portadores de CEC de

pénis.

3.3.1 Aspectos imunoistoquimicos
Dos 333 pacientes estudados, a imunorreatividade nuclear da ciclina

D1 foi negativa em 165 casos (49,5%) e positiva em 168 casos (50,5%).

3.3.2 Aspectos epidemioldgicos e clinicos

A idade dos 333 pacientes variou de 21 a 87 anos, com média e
mediana de 55 anos. Cento e trinta pacientes (39%) apresentavam idade
inferior aos 50 anos e duzentos e trés pacientes (61%) tinham mais de 50

anos. Apenas treze pacientes (4%) tinham até 30 anos.
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Duzentos e cinglienta e seis pacientes (76,9%) eram pertencentes a
raca branca, enquanto setenta e sete pacientes (23,1%) eram n&o brancos.

Dos 333 pacientes, 242 (72,6%) eram casados e 48 (14,6%) né&o
casados (solteiro, viuvo, separado). Em 43 casos (12,8%) nao havia
informacéo.

Sobre antecedentes venéreos, apenas 92 (27,6%) referiram ter tido
alguma doenca venérea, enquanto 113 (33,9%) afirmaram nunca ter tido
qualquer doenca. Os 128 pacientes restantes (38,5%) ndo souberam relatar.

Apenas 56 pacientes (16,9%) foram submetidos a postectomia e 255
pacientes (76,6%) nao a realizaram.

Na apresentacdo a primeira consulta, 229 pacientes (68,9%)
apresentavam o tumor de pénis intacto, 91 casos (27,4%) submetidos a
bidpsia do tumor e 9 pacientes (2,6%) ja haviam sido amputados em outros
servicos. Um caso apenas (0,3%) foi submetido ao tratamento completo com
amputacdo e esvaziamento, vindo somente para acompanhamento neste
servico.

O sintoma mais frequente foi ferida ou lesdo peniana, em 92,8% dos
casos, porém como sinal isolado ocorreu em 156 pacientes (50,6%).

O tempo de evolucdo da doenca, desde o0 seu aparecimento até o
diagnéstico foi de, no minimo 1 més, e no maximo 240 meses, com meédia
de 17,76 meses e mediana de 8 meses.

De acordo com o estadiamento clinico TNM (2002), 31 pacientes
(9,3%) apresentavam tumores T1; 158 (47,6%) apresentavam tumores T2;

114 (34,5%), tumores T3; 16 (4,6%), tumores T4, havendo apenas 14 casos
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(4%) sem informacdo em prontuario. Em relacdo ao estadio N, foram

observados 164 casos (49,4%) NO; 54 casos (16,2%), N1; 100 (29,9%), N2;

10 casos (2,8%) N3 e 5 casos (1,7%), Nx (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequiéncia das variaveis clinicas, demograficas e cirurgicas dos

333 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria NUimero de pacientes %
Idade até 50 anos 130 39,0
> 50 anos 203 61,0
Estado civil casados 242 72,6
ndo casados 48 14,6
sem informacao 43 12,8
Raca branca 256 76,9
n&o branca 77 23,1
Tempo de evolugéo ** até 6 meses 147 45,5
mais que 6 meses 176 54,5
Antecedentes venéreos Nao 113 33,9
sim 92 27,6
sem informacao 128 38,5

Estadiamento cT* T1 31 9,3
T2 158 47,6
T3 114 34,5

T4 16 4,6

Tx 14 4,0
Estadiamento cN* NO 164 49,4
N1 54 16,2
N2 100 29,9

N3 10 2,8

NX 5 1,7

Cirurgia do tumor primario Resseccéo local 23 6,6
amputacao parcial 191 57,5
amputacéo total 119 35,9

*Estadiamento pTNM (UICC 2002- CID-O C67)
**Excluidos os casos sem informacao.

3.3.3 Aspectos anatomopatoldgicos

O grau de diferenciacao foi assim representado: 86 pacientes (25,9%)

apresentavam tumor grau 1; 109 pacientes (32,7%), tumor grau 2 e 135



43

(40,5%), tumor grau 3. Em apenas 3 casos (0,9%) nao foram obtidas
informacoes.

Dos 333 casos estudados, 86 casos (25,7%) apresentavam
espessura tumoral de até 5mm, enquanto 217 casos (65,2%) apresentavam
espessura maior do que 5mm. Somente em 30 casos (9,1%) ndo foram
obtidas informacdes.

A permeacéo linfatica ndo foi constatada em 216 pacientes (65%),
estando presente em 93 pacientes (27,9%).

A invasdo vascular foi constatada em 80 casos (24,0%) e estava
ausente em 229 casos (68,8%).

Foi observada a infiltracdo dos corpos cavernosos em 163 casos
(49%) e a sua auséncia em 92 casos (27,6%). Os casos sem informacéo
totalizaram 78 (23,4%).

A invasdo do corpo esponjoso esteve presente em 240 casos
(72,1%), enquanto a sua auséncia foi identificada em 26 casos (7,7%),
sendo 67 casos (20,2%) sem informacao.

A invaséo uretral estava presente em 89 casos (26,8%) e ausente em
138 casos (41,3%), sendo 106 casos (31,9%) sem informacao.

A coilocitose foi outro aspecto estudado, presente em 74 casos
(22,2%). Sua auséncia foi constatada em 58 casos (17,4%), com 201 casos

(60,4%) sem informacéo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia das variaveis anatomopatoldgicas dos 333 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria NUimero de pacientes %
Grau de diferenciacao * | 86 26,1
1] 109 33,0
1 135 40,9
Espessura do tumor até 5mm 86 25,7
>5mm 217 65,2

indeterminada 30 9,1
Permeacéo linfatica ausente 216 65,0
presente 93 27,9

indeterminada 24 7,1
Embolizagéo venosa ausente 229 68,8
presente 80 24,0

indeterminada 24 7,2
Infiltragcdo de corpos ausente 92 27,6
cavernosos presente 163 49,0
indeterminada 78 23,4
Infiltragcdo da uretra ausente 138 41,3
presente 89 26,8
indeterminada 106 31,9
Coilocitose presente 58 17,4
ausente 74 22,2
indeterminada 201 60,4

*Excluidos os casos sem informacao

3.3.4 Aspectos cirurgicos

O tipo de cirurgia predominante foi a amputacao parcial, realizada em

191 pacientes (57,5%), enquanto a amputacéo total ocorreu em 119 casos

(35,9%) e a resseccao local em apenas 23 casos (6,6%) (tabela 2). As mais

freqientes complicacbes da amputacdo, por ordem decrescente, foram:

estenose, com 47 casos (14,2%); deiscéncia, com 9 casos (2,6%); infeccéao,

com 3 casos (0,9%) e hemorragia, com 2 casos (0,6%) (Tabela 4).
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Tabela 4 - NUmero e porcentagem de pacientes segundo as complicacdes
mais frequentes relacionadas a amputacdo de pénis em 333 pacientes com

carcinoma peniano.

Complicacgao

Pacientes
n (%)

Sem complicacéo

Estenose de uretra
Deiscéncia
Infecgéo
Hemorragia

Outras
Sem informacéao
Total

260 (78,1)

47 (14,2)
9 (2,6)
3(0,9)
2(0,6)

11 (3,3)
1(0,3)
333 (100)

Os pacientes submetidos a linfadenectomia totalizaram 150, sendo 53

casos de linfadenectomia inguinal (15,9%) e 97 casos de linfadenectomia

ilio-inguinal (29,1%). Os 183 pacientes que ndo foram submetidos a

linfadenectomia representaram 55% do total de pacientes. Estes ultimos

foram acompanhados por um periodo maior ou igual a 5 anos (Tabela 5).

Tabela 5 - Tipo de esvaziamento linfonodal realizado como terapéutica nos

333 pacientes portadores de cancer de pénis.

Tipo de inguino-crural esvaziamento N %
Linfadenectomia inguino-crural 53 15,9
Linfadenectomia inguino-iliaco 97 29,1
Sem linfadenectomia 183 55,0
Total 333 100
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No total foram dissecados 4.577 linfonodos, nos 150 pacientes
submetidos a linfadenectomia, com uma média de 30,5 linfonodos por
paciente, variando de 2 a 87 linfonodos.

Dos 333 casos, 150 pacientes (45%) foram linfadenectomizados,
sendo que em 78 pacientes (52,0%) os linfonodos apresentaram
acometimento neoplasico, enquanto nos outros 72 pacientes (48,0%) né&o
foram encontradas metastases linfonodais.

Houve um total de 308 linfonodos acometidos pelo tumor, com
variacdo de 1 a 25, representando 6,73% do total de linfonodos dissecados
(4.577 linfonodos) (Tabela 6). A média de linfonodos positivos por paciente
foi de 2,05 entre aqueles doentes submetidos a linfadenectomia.

Em relacdo a lateralidade dos linfonodos positivos, em 40 pacientes
(12%) a positividade foi unilateral, enquanto em 36 pacientes (10,8%) foi
bilateral. Nao houve informacgdes em apenas 2 pacientes (0,6%).

Dos 333 casos estudados, 78 pacientes (23,4%) com linfonodos
positivos, apresentavam informacdes sobre a topografia dos mesmos, com
57 pacientes (17,1%) submetidos a linfadenectomia inguinal e 12 pacientes
(3,7%) a linfadenectomia inguino-iliaca. Em 9 pacientes (2,6%) nao houve
informacdes. Em 72 pacientes (21,6%) submetidos a linfadenectomia, os
linfonodos foram negativos, e os 183 pacientes (55%) restantes, ndo foram

submetidos a linfadenectomia (Tabela 7).
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Tabela 6 - Numero e porcentagem de linfonodos metastaticos nos 333
pacientes portadores de carcinoma peniano.

Nimero de pacientes Ndmero de linfonodos

(%) metastaticos
72 (21,6) 0
21 (6,3) 1
18 (5,4) 2
12 (3,6) 3
9(2,8) 4
8 (2,6) 5
3(0,9 6
2(0,3) 9
1(0.3) 15
1(0,3) 18
1(0,3) 21
1(0,3) 24
1(0.3) 25
183 (55,0) N&o realizaram linfadenectomia

Total 333 (100) 308

Tabela 7 - Numero e porcentagem de pacientes segundo tipo de
esvaziamento realizado.

Tipo de esvaziamento Nimero de pacientes (%)

Inguinal 57 (17,1)
Inguino-iliaco 12 (3,7)
Ignorado 9(2,6)
Linfonodos negativos 72 (21,6)
N&o realizaram linfadenectomia 183 (55,0)

Total

333 (100)
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Dos 333 casos, 150 pacientes (45%) foram submetidos a
linfadenectomia e destes, 120 (80,0%) apresentaram complicacdes isoladas
ou associadas. Destas, a mais frequente isoladamente foi o linfedema,
representando 12 casos (8,2%), seguido pela deiscéncia, com 9 casos
(5,8%). As complicacbes associadas foram as mais comuns (62,0%) (Tabela

8).

Tabela 8 - NUmero e porcentagem de pacientes segundo complicacéo
relacionada a linfadenectomia em 333 pacientes de carcinoma peniano.

Complicagéo Pacientes
n( %)

Complicagbes associadas 93 (62,0)
Ruptura de vasos (isolado) 2(1,4)
Linfedema (isolado) 12 (8,2)
Infecg&o (isolada) 4(2,6)
Deiscéncia (isolada) 9(5,8)
Sem complicacbes 29 (19,3)
Ignorado ou néo se aplica 1(0,7)
Total 150 (100)

O tempo de seguimento variou de 0,1 a 452,8 meses, com meédia de
100 e mediana de 71,4 meses.

Em 90 pacientes (27,1%) houve recorréncia tumoral. Destes, 56
casos (16,8%) apresentam recorréncia locoregional, enquanto 11 casos
(3,4%) a distancia. Nos outros 8 casos (2,3%) a recorréncia foi locoregional
e a distancia. Houve 15 casos (4,6%) sem informacdo e, nos 243 casos

restantes (72,9%), ndo houve recorréncia.
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Ao final do seguimento, 124 pacientes (37%) estavam vivos sem
doenca, 21 pacientes (6,3%) estavam vivos com doenca, 56 pacientes
(16,8%) foram a Obito em decorréncia do cancer ou de complicacbes do
tratamento (incluindo O6bitos até 30 dias apés cirurgia). Cento e sete
pacientes faleceram por outras causas (32,2%) e 25 pacientes foram
perdidos de vista (7,7%) (Tabela 9).

Dentre os perdidos de vista, 19 casos (76,0%) ocorreram antes de 1
ano, 4 casos (16,0%) apds 1 ano e 2 casos (8,0%) apos 2 anos de

seguimento.

Tabela 9 - Situacéo clinica dos 333 pacientes de carcinoma peniano ao final
da atualizacdo dos dados.

Situagdo clinica n %
Vivos sem doencga 124 37,0
Vivos com doencga 21 6,3
Obito por cancer/ complicagéo do tratamento 56 16,8
Obito por outra causa 107 32,2
Perdidos de seguimento 25 7,7

Seguimento (meses): média de 100 (dp= 96,5) e mediana de 71,4 (0,1 a 452,8)

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram coletados dos prontuarios dos pacientes através do
preenchimento de uma ficha de levantamento padronizada (Anexo 1) e, apos
esta coleta, digitados num banco de dados, utilizando-se o software

Windows Statistical Package for Social Science (SPSS), verséo 15.0.
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A distribuicdo das variaveis clinicas, anatomopatoldgicas e referentes
ao tratamento foram apresentadas na forma de tabelas de contingéncias.

As associacfOes das variaveis qualitativas com expressao da ciclina
D1 e presenca de metastase linfonodal foram efetuadas com o teste do qui-
quadrado bi-caudal. Sempre que necessario, utilizou-se o valor do qui-
quadrado bi-caudal corrigido (Teste de Fisher), quando as frequéncias
esperadas eram inferiores a 5, dentro de uma tabela maior que 2x2.

A identificacdo dos fatores independentes relacionados com a
metastase linfonodal e com a expressao da ciclina D1, foi realizada pela
regressao logistica multipla. As variaveis para o estudo multiplo foram as
que atingiram significancia estatistica na analise univariada (p<0,050), bem
como aquelas que atingiram valores de p até 0,20.

As sobrevidas global, livre de doenca e céancer especifica, foram
analisadas pelo estimador produto de limite de Kaplan e Meier, e a
comparacao entre as curvas através do teste de Long-rank. Na analise
multivariada para sobrevida usou-se 0 modelo de riscos proporcionais de
Cox, calculando-se as razdes de risco proporcional para obito.

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise
univariada para sobrevida global, livre de doenca e cancer especifica, foram
selecionadas para analise multivariada, bem como aquelas que atingiram
valores de p até 0,20.

Calculou-se o tempo de sobrevida global como o periodo entre o
inicio do tratamento e a data da ultima informacao objetiva observada (para

0S pacientes vivos naquela data) ou a data do Gbito decorrente por qualquer
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motivo. Os pacientes vivos na data da ultima informacao foram considerados
sob censura para a curva de sobrevida pelo método de Kaplan e Meier ou
para utilizacdo da regressao de Cox.

Pacientes que ndo compareceram as consultas ou sem informacdes,
por um periodo superior a duas vezes o estipulado para retorno, foram
considerados perdidos de seguimento na data da ultima informacgéo. Esses
pacientes contribuiram para a curva de sobrevida até tal data, sendo entéo
considerados sob censura.

O resultado final para os modelos multivariados, regressao logistica e
de Cox foi obtido pela estratégia stepwise forward selection, na qual, a partir
da varidvel de maior significancia na analise univariada, foram
acrescentadas as outras variaveis, uma a uma, em ordem crescente.

Os valores referentes a dados de freqiéncia e taxas de sobrevida
foram simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas e com
eliminacdo de casa decimais. A significancia estatistica foi determinada para

um valor de p<0,05.

3.5 ANALISE DE RISCO E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de estudo retrospectivo, ndo ha a participacao direta de
pacientes, nem a introducdo de qualquer modificacdo terapéutica ou
aplicacdo de qualquer medicacdo ou método que possa gerar danos,

beneficios e outras consequiéncias a qualquer paciente.
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Desta forma, ndo foi necesséaria a adocdo de consentimento pos-
informado.

Foram utilizados dados de prontuarios e material arquivado em blocos
de parafina no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital A.C. Camargo. O
uso do material parafinado ndo acarretou prejuizo aos pacientes, pois a
terapéutica julgada necessaria para 0s mesmos, ja havia sido instituida.

O projeto foi avaliado pela comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital
A.C. Camargo e aprovado em 21/02/2006, sendo protocolado na referida

comissao sob o nimero 776/06.
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4 RESULTADOS

4.1 IMUNOISTOQUIMICA DA CICLINA D1

4.1.1 Analise univariada

A imunorreatividade nuclear da ciclina D1 foi negativa em 165 casos
(49,5%) e positiva em 168 casos (50,5%). Nao houve associacdo entre os
indices de imunorreatividade da ciclina D1 com as variaveis clinico-
demograficas (idade, raca, antecedentes venéreos, estadiamento clinico T e
estadiamento clinico N). Apresentaram significAncia estatistica para as
variaveis: realizacdo de postectomia (p=0,001) e tempo de evolucdo

(p=0,021) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Imunorreatividade da ciclina D1 segundo variaveis clinico-

demograficas nos 333 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Ciclina D1 ,
Negativa Positiva p (x9)
n (%) n (%)
Idade até 50 anos 62 (47,3) 69 (52,7) 0,514
mais que 50 anos 103 (51,0) 99 (49,0)
Raca Branca 130 (50,4) 128 (49,6) 0,571
ndo branca 35 (46,7) 40 (53,3)
Tempo de evolugéo * até 6 meses 63 (42,6) 85 (57,4) 0,021**
mais que 6 meses 97 (55,4) 78 (44,6)
Antecedentes venéreos* Nao 46 (41,8) 64 (58,2) 0,054**
sim 51 (55,4) 41 (44,6)
Postectomia * Nao 135 (53,4) 118 (46,6) 0,001**
sim 17 (29,8) 40 (70,2)
Estadiamento Tc * T1-T2 86 (45,5) 103 (54,5) 0,110**
T3-T4 71 (54,6) 59 (45,4)
Estadiamento Nc * N negativo 75 (44,9) 92 (55,1) 0,087**
N positivo 87 (54,4) 73 (45,6)

* Excluidos os casos sem informacao.

** Variaveis selecionadas para regressao logistica.

N&o houve associacdo entre os indices de imunorreatividade

da

ciclina D1 com algumas variaveis anatomopatoldgicas (coilocitose, infiltracéo

de 6rgdos adjacentes, permeacdao linfatica e espessura tumoral). Por outro

lado, algumas variaveis apresentaram significancia estatistica: infiltracéo

uretral (p=0,005), infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,012), embolizac&o

venosa (p=0,033) e diferenciacdo histolégica do tumor (p=0,037) (Tabela

11).
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Tabela 11 - Imunorreatividade da Ciclina D1 segundo variaveis
anatomopatoldgicas em 333 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Ciclina D1 )
Negativa Positiva p (x%)
n (%) n (%)
Grau de diferenciacéo * Grau | 50 (59,5) 34 (40,5) 0,037**
Graus Il - 1l 114 (46,3) 132 (53,7)
Espessura tumoral* até 5mm 38 (45,2) 46 (54,8) 0,242
maior que 5mm 115 (52,8) 103 (47,2)
Permeacéo linfatica* Nao 101 (46,8) 115 (53,2) 0,099**
sim 53 (57,0) 40 (43,0)
Embolizagédo venosa* Nao 104 (46,0) 122 (54,0) 0,033**
sim 49 (59,8) 33 (40,2)
Infiltrac@o de corpos Nao 36 (38,3) 58 (61,7) 0,012**
cavernosos* sim 89 (54,6) 74 (45,4)
Infiltracdo da uretra * Nao 59 (41,8) 82 (58,2) 0,005**
sim 54 (60,7) 35 (39,3)
Infiltracdo de 6rgéos Nao 10 (37,0) 17 (63,0) 0,181*
adjacentes * sim 122 (50,6) 119 (49,4)
Coilocitose * presente 34 (60,7) 22 (39,3) 0,991
ausente 45 (60,8) 29 (39,2)
Metéastase linfonodal Ausente 126 (49,4) 129 (50,6) 0,928
presente 39 (50,0) 39 (50,0)

* Excluidos os casos sem informacao.

** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise

univariada e aquelas que atingiram valores de p até 0,20 estdo listadas na

Tabela 12.
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Tabela 12 - Lista das variaveis, por ordem de entrada, na analise
multivariada. Consideradas como habilitadas para analise p até 0,20.

Variavel p (x°)
Postectomia 0,001
Infiltrac&o da uretra 0,005
Infiltrac@o de corpos cavernosos 0,012
Tempo de evolugéo 0,021
Embolizagéo venosa 0,033
Grau de diferenciagéo 0,037
Estadiamento Nc 0,087
Permeacéo linfatica 0,099
Estadiamento Tc 0,110
Infiltracdo de 6rgdos adjacentes 0,181

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o grau de
diferenciacao do tumor (RR = 2,68; IC 95% [1,3 — 5,7]) foi fator independente

para a expressao da ciclina D1 (Tabela 13).

Tabela 13 - Variadveis independentes relacionadas com a expressao da
ciclina D1 em 333 pacientes portadores de CEC de pénis. Modelo
multivariado por variaveis selecionadas.

Variavel Categoria Rr IC 95%

Grau de diferenciagéo Grau | 1 Ref.
Graus Il - Il 2,68 1,3-5,7




4.2  AVALIACAO DO RISCO DE METASTASES LINFONODAIS

4.2.1 Andalise univariada
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Dentre as variaveis clinico-demogréaficas avaliadas, as que se

associaram com a presenca de metastase linfonodal na andlise univariada

foram o estadiamento clinico N (p=0,001) e o estadiamento clinico T

(p=0,011). As demais variaveis avaliadas nao apresentaram nenhuma

associacao (Tabela 14).

Tabela 14 - Status linfonodal segundo variaveis clinicas e demogréficas dos
333 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Linfonodo ,
negativo positivo p (x%)
n (%) n (%)
Idade até 50 anos 96 (73,8) 34 (26,2) 0,302
mais que 50 anos 159 (78,3) 44 (21,7)
Estado civil* ndo casados 36 (75,0) 12 (25,0) 0,763
casados 187 (77,3) 55 (22,7)
Raca Branca 195 (76,2) 61 (23,8) 0,782
ndo branca 60 (77,9) 17 (22,1)
Tempo de evolugéo * até 6 meses 111 (75,5) 36 (24,5) 0,675
mais que 6 meses 136 (77,3) 40 (22,7)
Antecedentes venéreos* N&o 84 (74,3) 29 (25,7) 0,452
sim 72 (78,3) 20 (21,7)
Postectomia* Nao 193 (75,6) 62 (24,4) 0,530
sim 45 (80,4) 11 (19,6)
Estadiamento Tc* T1-T2 156 (82,5) 33(17,5) 0,011**
T3-T4 92 (70,8) 38 (29,2)
Estadiamento Nc* N negativo 154 (93,9) 10 (6,1) 0,001**
N positivo 97 (59,1) 67 (40,9)

* Excluidos os casos sem informacao.

** Variaveis selecionadas para regressao logistica.
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De acordo com as variaveis anatomopatoldgicas e imunoistoquimicas,
as seguintes associaram-se significativamente com a presenca de
metastases linfonodais na analise univariada: grau de diferenciacdo
histolégica do tumor (p=0,001), permeacéo linfatica (p=0,001), embolizacéo
venosa (p=0,001), infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,001), infiltracdo
uretral (p=0,001) e infiltracdo de 6rgaos adjacentes (p=0,037). A expresséo
da ciclina D1, presenca de coilocitose, assim como a espessura tumoral ndo

apresentaram significancia estatistica (Tabela 15).

Tabela 15 - Status linfonodal segundo variaveis anatomopatologicas e
imunoistoquimica dos 333 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Linfonodo )
negativo positivo p (x%)
n (%) n (%)
Grau de diferenciacéo * Gau | 84 (97,7) 2(2,3) 0,001**
Graus Il - Il 168 (68,9) 76 (31,1)
Espessuratumoral * até 5mm 71 (82,6) 15 (17,4) 0,084**
maior que 5mm 159 (73,3) 58 (26,7)
Permeacéo linfatica * N&o 191 (88,4) 25 (11,6) 0,001**
sim 42 (45,2) 51 (54,8)
Embolizac&o venosa * N&o 187 (81,7) 42 (18,3) 0,001**
sim 46 (57,5) 34 (42,5)
Infiltrac@o de corpos N&o 79 (85,9) 13 (14,1) 0,001**
cavernosos * sim 107 (65,6) 56 (34,4)
Infiltrac&o da uretra * N&o 115 (83,3) 23 (16,7) 0,001**
sim 56 (62,9) 33(37,1)
Infiltragdo de 6rgéos N&o 24 (92,3) 2(7,7) 0,037**
adjacentes * sim 179 (74,6) 61 (25,4)
Coilocitose * Presente 31 (54,4) 27 (45,6) 0,299
ausente 46 (62,2) 28 (37,8)
Expresséo de ciclina D1 negativa (até 5%) 126 (76,4) 39 (23,6) 0,928
positiva (maior que 5%) 129 (76,8) 39 (23,2)

* Excluidos os casos sem informacéo.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.
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4.2.2 Anélise multivariada
As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise
univariada e aquelas que atingiram valores de p até 0,20 estdo listadas na

Tabela 16.

Tabela 16 — Lista das variaveis por ordem de entrada na analise
multivariada. Consideradas como habilitadas para analise p até 0,20.

Variavel p (x%)
Infiltracdo de corpos cavernosos 0,001
Infiltrac@o da uretra 0,001
Embolizac&o venosa 0,001
Permeacéo linfatica 0,001
Estadiamento Nc 0,001
Grau de diferenciagéo 0,001
Estadiamento Tc 0,011
Infiltracdo de 6rgéos adjacentes 0,037
Espessuratumoral 0,084

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, a permeacao
linfatica (RR = 5,68; IC 95% [2,8 — 11,7]), estadiamento clinico N (RR = 9,12;
IC 95% [3,9 — 21,3]) e grau de diferenciacao histologica tumoral (RR = 24,56;
IC 95% [3,2 — 190,8]) foram fatores independentes de risco para

comprometimento metastético dos linfonodos (Tabela 17).
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Tabela 17 — Variaveis independentes relacionadas com a presenca de
metastase linfonodal nos 333 pacientes portadores de CEC de pénis.

Modelo multivariado por variaveis selecionadas.

4.3

Variavel Categoria Rr IC 95%
Permeacédo linfatica n&o 1 Ref.
sim 5,68 2,8-11,7
Estadiamento Nc N negativo 1 Ref.
N positivo 9,12 3,9-21,3
Grau de diferenciagéo Grau | 1 Ref.
Graus Il - I 24,56 3,2-190,8

ANALISE DE SOBREVIDA

4.3.1 Sobrevida livre de doenca

A

Andlise univariada

A sobrevida livre de doenca da populacdo estudada foi de 76,9%

(Figura 3).
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Figura 3 - Curva de sobrevida livre de doenca para 333 pacientes
portadores de carcinoma peniano, nao estratificada por nenhuma das
variaveis estudadas.
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Dentre as variaveis clinicas e demograficas, as que influenciaram
significativamente a sobrevida livre de doenca foram o estadiamento clinico

N (p=0,001) e o estadiamento clinico T (p=0,001) (Tabela 18).

Tabela 18 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenca em 5
anos, de acordo com variaveis clinicas, em 333 pacientes portadores de
carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida
livre de p
doenca em (log rank)
5 anos (%)
Idade até 50 anos 130 72,5 0,152**
mais que 50 anos 203 79,8
Raca Branca 256 76,6 0,965
nao branca 77 77,7
Tempo de evolugéo até 6 meses 147 72,6 0,179**
mais que 6 meses 176 80,3
Antecedentes venéreos Nao 113 71,8 0,132**
sim 92 79,9
Postectomia Nao 255 77,2 0,662
sim 56 73,4
Estadiamento Tc T1-T2 189 85,3 0,001**
T3-T4 130 67,0
Estadiamento Nc N negativo 164 86,5 0,001**
N positivo 164 66,9

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.

Dentre as variaveis anatomopatolégicas que influenciaram
significativamente a sobrevida livre de doenca, encontram-se: grau de
diferenciagdo tumoral (p=0,001), espessura do tumor (p=0,001),
embolizacdo venosa (p=0,001), permeacdo linfatica (p=0,001), metastase
linfonodal (p=0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,003) e infiltracdo

uretral (p=0,005) (Tabela 19).
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Tabela 19 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenca em 5
anos, de acordo com variaveis anatomopatolégicas, em 333 pacientes

portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida
livre de p
doenca em (log rank)
5 anos (%)

Grau de diferenciagéo Gau | 86 97,7 0,001**
Graus Il =1l 244 69,6

Espessura tumoral até 5mm 86 89,2 0,001**
maior que 5mm 217 71,5

Permeacéo linfatica Nao 216 86,2 0,001**
sim 93 54,2

Emboliza¢c&o venosa Nao 229 83,1 0,001**
sim 80 58,7

Infiltracdo de corpos N&o 92 86,7 0,003**
cavernosos sim 163 68,3

Infiltracdo da uretra Nao 138 84,3 0,005**
sim 89 65,7

Infiltrac@o de 6rgéos Nao 26 87,8 0,406
adjacentes sim 240 76,2

Coilocitose presente 58 73,2 0,562
ausente 74 75,7

Metastase linfonodal Ausente 255 86,2 0,001**
presente 78 41,8

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.

A imunorreatividade da ciclina D1 n&do apresentou significancia

estatistica para a sobrevida livre de doenca (Tabela 20).

Tabela 20 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenca em 5
anos, de acordo com a expressdo imunoistoquimica da ciclina D1, em 333

pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida livre p
de doencaem (log rank)
5 anos (%)
Expresséo ciclina D1 Negativa (até 165 81,5 0,059**
5%) Positiva 168 70,7

(maior que 5%)

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.
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B Analise multivariada

As variaveis que atingiram significancia estatistica, na analise
univariada, para a sobrevida livre de doenca foram selecionadas para a
analise multivariada, bem como aquelas que atingiram valores de p até 0,20

(Tabela 21).

Tabela 21 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise
multivariada. Consideradas como habilitadas para analise aquelas com p até
0,20.

p ()
Variavel

Metastase linfonodal 0,001
Estadiamento Nc 0,001
Grau de diferenciagéo 0,001
Espessura tumoral 0,001
Estadiamento Tc 0,001
Embolizacdo venosa 0,001
Permeacéo linfatica 0,001
Infiltrac&o de corpos cavernosos 0,003
Infiltracdo da uretra 0,005
Expresséo cilcina D1 0,059
Antecedentes venéreos 0,132
Idade 0,152
Tempo de evolugéo 0,179

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, a metastase
linfonodal (RR = 3,4; IC 95% [(2,0 — 5,6]), a diferenciacao tumoral (RR = 8,4;

IC 95% [(2,0 — 35,2]), a espessura do tumor (RR = 3,3; IC 95% [(1,5-7,3]) e
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o estadiamento clinico T (RR = 1,8; IC 95% [(1,1 — 3,0]) foram fatores

independentes de risco para recidiva de doenca (Tabela 22).

Tabela 22 - Risco de recorréncia de doenca em pacientes portadores de
carcinoma peniano. Modelo multivariado por variaveis selecionadas.

Variavel Categoria Rr IC 95%

Metastase linfonodal ausente 1 Ref.
presente 3,4 2,0-5,6

Grau de diferenciacéo Grau | 1 Ref.
Graus Il - 111 8,4 2,0-35,2

Espessuratumoral até 5mm 1 Ref.
maior que 5mm 3,3 15-73

Estadiamento Tc T1-T2 1 Ref.
T3-T4 1.8 1,1-3,0

4.3.2 Sobrevida global
A Anélise univariada

A sobrevida global em 5 e em 10 anos para os 333 pacientes
portadores de CEC de pénis foi de 73,1% e 57,1% respectivamente (Figura

4).
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Figura 4 - Curva de sobrevida global para os 333 pacientes portadores de

carcinoma peniano, ndo estratificada por nenhuma das variaveis estudadas.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas que influenciaram
significativamente a sobrevida global, estdo a idade (p=0,001), estado civil
(p=0,001), estadiamento clinico N (p=0,001), postectomia (p=0,004) e

estadiamento clinico T (p=0,021) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 e em 10
anos, de acordo com variaveis clinicas, em 333 pacientes portadores de
carcinoma peniano.

N* Sobrevida global
Variavel Categoria 5 anos 10anos P ()
(%) (%)
Idade até 50 anos 130 77,9 72,1 0,001**
mais que 50 anos 203 70,0 48,4
Estado civil nao casado 48 57,2 49,1 0,001**
casado 242 76,2 60,7
Raca branca 256 73,3 56,9 0,618
nao branca 77 72,4 58,3
Tempo de evolugéo até 6 meses 147 71,1 58,5 0,983**
mais que 6 meses 176 75,8 56,9
Antecedentes venéreos Nao 113 75,7 65,1 0,958
sim 92 75,4 50,8
Postectomia Nao 255 71,0 53,1 0,004**
sim 56 85,7 79,2
Estadiamento Tc T1-T2 189 76,5 63,1 0,021**
T3-T4 130 68,7 50,4
Estadiamento Nc N negativo 164 80,8 68,6 0,001 **
N positivo 164 65,0 45,0

* Excluidos os casos sem informacao.
** Variaveis selecionadas para regresséo logistica.

Dentre as variaveis anatomopatolégicas que influenciaram
significativamente a sobrevida global, encontram-se: embolizagdo venosa
(p=0,001), permeacdo linfatica (p=0,001), metéstase linfonodal (p=0,001),
grau de diferenciacdo tumoral (p=0,001), espessura tumoral (p=0,034),
infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,041) e infiltracdo uretral (p=0,045)

(Tabela 24).
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Tabela 24 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 e em 10
anos, de acordo com variaveis anatomopatolégicas, em 333 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida g_]lobal X

5 anos 10 anos p (x°)
(%) (%)

Grau de diferenciagéo Gau | 86 87,8 76,0 0,001**
Graus Il - 111 244 67,3 49,0

Espessura tumoral até 5mm 86 80,0 68,6 0,034**
maior que 5mm 217 70,0 51,5

Permeacéo linfatica Nao 216 79,8 64,1 0,001**
sim 93 56,4 40,2

Emboliza¢c&o venosa Nao 229 79,2 62,7 0,001**
sim 80 54,6 40,7

Infiltracdo de corpos N&o 92 80,8 70,2 0,041**
cavernosos sim 163 67,2 49,5

Infiltrac&o da uretra Nao 138 78,6 66,9 0,045**
sim 89 63,8 47,3

Infiltrac&o de 6rgéos N&o 26 84,7 79,4 0,230
adjacentes sim 240 74,7 56,8

Coilocitose presente 58 64,1 48,9 0,180**
ausente 74 70,1 49,1

Metéastase linfonodal Ausente 255 80,9 63,9 0,001**
presente 78 43,3 30,7

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.

bY

Em relacdo a andlise das varidveis imunoistoquimicas, a
imunorreatividade da Ciclina D1 ndo apresentou significancia estatistica em

relacdo a sobrevida global (p=0,253) (Tabela 25).
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Tabela 25 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 e em 10
anos, de acordo com a imunorreatividade imunoistoquimica da ciclina D1,

em 333 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel

Categoria

N*

Sobrevida global

- 2;

5 anos 10 anos P (x)
(%) (%)

Expresséo ciclina D1 Negativa (até 5%) 165 74,1 51,6 0,253
Positiva (maior que 168 74,2 64,1

5%)

* Excluidos os casos sem informacao.

B Analise

multivariada

As variaveis que atingiram significAncia estatistica, na analise

univariada, para a sobrevida global foram selecionadas para a anélise

multivariada, bem como aquelas que atingiram valores de p até 0,20 (Tabela

26).

Tabela 26 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise
multivariada. Consideradas como habilitadas para analise aquelas com p até

0,20.

Variavel p (X°)
Metéstase linfonodal 0,001
Estado civil 0,001
Embolizac&o venosa 0,001
Permeacéo linfatica 0,001
Idade 0,001
Estadiamento Nc 0,001
Grau de diferenciagéo 0,001
Postectomia 0,004
Estadiamento Tc 0,021
Espessura tumoral 0,034
Infiltrag@o de corpos cavernosos 0,041
Infiltrac@o da uretra 0,045

Coilocitose

0,180
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No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, a idade (RR =
2,8; IC 95% [2,0 — 4,1]), metastase linfonodal (RR = 2,4; IC 95% [1,6 — 3,6])
e permeacado linfatica (RR = 1,9; IC 95% [1,3 — 2,8]) foram fatores

independentes para o risco de 6bito (Tabela 27).

Tabela 27 - Risco de 6bito em 333 pacientes portadores de carcinoma
peniano. Modelo multivariado por variaveis selecionadas.

Variavel Categoria Rr IC 95%

Idade Até 50 anos 1 Ref.
mais que 50 anos 2,8 2,0-4,1

Metastase linfonodal ausente 1 Ref.
presente 2,4 16-3,6

Permeacéo linfatica néo 1 Ref.
sim 19 13-2,8

4.3.3 Sobrevida cancer especifica
A Analise univariada
A sobrevida cancer especifica em 5 anos para os 333 pacientes

portadores de CEC de pénis foi de 82,8% (Figura 5).
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Figura 5 - Curva de sobrevida cancer especifica para 333 pacientes
portadores de carcinoma peniano, nao estratificada por nenhuma das

variaveis estudadas.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas que influenciaram
significativamente na sobrevida cancer especifica estdo o estadiamento

clinico N (p=0,001) e o estadiamento clinico T (p=0,020) (Tabela 28).
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Tabela 28 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5
anos, de acordo com variaveis clinicas, em 333 pacientes portadores de
carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida
livre de p
doenca em (log rank)
5 anos (%)
Idade até 50 anos 130 81,5 0,964
mais que 50 anos 203 83,7
Estado Civil ndo casado 48 83,5 0,236
casado 242 80,5
Raca Branca 256 80,9 0,641
nao branca 77 85,4
Tempo de evolugao até 6 meses 147 88,0 0,020**
mais que 6 meses 176 77,1
Estadiamento Tc T1-T2 189 90,7 0,001**
T3-T4 130 75,0
Estadiamento Nc N negativo 164 81,5 0,092**
N positivo 164 90.8
Postectomia Nao 255 65,7 0,149**
sim 56 84,8

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.

Dentre as variaveis anatomopatolégicas que influenciaram
significativamente a sobrevida céncer especifica encontram-se: grau de
diferenciacdo tumoral (p=0,001), permeacao linfatica (p=0,001), metastase
linfonodal (p=0,001), embolizacdo venosa (p=0,003), espessura do tumor

(p=0,013) e infiltrac&o de corpo cavernoso (p=0,039) (Tabela 29).
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Tabela 29 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5
anos, de acordo com variaveis anatomopatolégicas, em 333 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida
livre de p
doenca em (log rank)
5 anos (%)

Grau de diferenciagéo Gau | 86 94,1 0,001**
Graus Il = 1lI 244 78,4

Espessura tumoral até 5mm 86 89,3 0,013**
maior que 5mm 217 79,2

Permeacéo linfatica Nao 216 90,2 0,001**
sim 93 65,2

Emboliza¢c&o venosa Nao 229 87,4 0,003**
sim 80 71,2

Infiltracdo de corpos N&o 92 88,7 0,039**
cavernosos sim 163 78,5

Infiltracdo da uretra Nao 138 87,0 0,135**
sim 89 77,2

Infiltrac@o de 6rgéos Nao 26 88,3 0,529

adjacentes sim 240 84,1

Coilocitose presente 58 73,4 0.096**
ausente 74 83,3

Metastase linfonodal Ausente 255 90,4 0,001**
presente 78 54,0

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.

A imunorreatividade da ciclina D1 n&do apresentou significancia

estatistica para a sobrevida cancer especifica (Tabela 30).

Tabela 30 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifico em 5
anos, de acordo com a expressao imunoistoquimica da Ciclina D1, em 333
pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida livre
de doenca em
5 anos (%) (log rank)
Expresséo ciclina D1 Negativa (até 5%) 165 83,9 0,626
Positiva (maior que 5%) 168 80,5

* Excluidos os casos sem informacao.
** \ariaveis selecionadas para regresséo logistica.
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B Analise multivariada

As variaveis que atingiram significancia estatistica, na analise
univariada, para a sobrevida cancer especifica foram selecionadas para a
analise multivariada, bem como aquelas que atingiram valores de p até 0,20

(Tabela 31).

Tabela 31 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise
multivariada. Consideradas como habilitadas para analise aquelas com p até
0,20.

Variavel p (X%
Metéastase linfonodal 0,001
Estadiamento Nc 0,001
Grau de diferenciagéo 0,001
Permeacéo linfatica 0,001
Embolizac&o venosa 0,003
Espessura tumoral 0,013
Estadiamento Tc 0,020
Infiltracdo de corpos cavernosos 0,039
Postectomia 0,092
Coilocitose 0,096
Infiltracdo da uretra 0,135
Estado Civil 0,149

No modelo multivariado com as variadveis selecionadas, a metastase
linfonodal (RR = 5,2; IC 95% [(3,0 — 8,9]) e a espessura do tumor (RR = 2,2;
IC 95% [(1,1 — 4,6]) foram fatores independentes de risco para Obito por

cancer (Tabela 32).
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Tabela 32 - Risco de Obito por céancer em pacientes portadores de
carcinoma peniano em 333 pacientes. Modelo multivariado por variaveis

selecionadas.

Variavel Categoria Rr IC 95%
Metéastase linfonodal ausente 1 Ref.
presente 5,2 3,0-8,9
Espessura tumoral até 5mm 1 Ref.
maior que 5mm 2,2 1,1-46
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5 DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS GERAIS

O cancer de pénis € uma neoplasia rara nos paises desenvolvidos,
muito provavelmente pelo desenvolvimento de medidas preventivas, de
diagnostico precoce e tratamento adequado desta doenca. A maioria dos
estudos com grandes incidéncias que possibilite a identificacéo de fatores de
risco para a ocorréncia de metastases, tem origem em paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos (KAMAT et al. 1993; LOPES et al.
1996b; MISRA et al. 2004).

O pico de incidéncia é em geral entre a 4° e 7° décadas de vida. No
presente estudo, a média de idade foi de 55 anos, com 39% da amostra
estando abaixo dos 50 anos e apenas 4% com até 30 anos. Na literatura, a
média das séries estudadas encontra-se entre a 5° e 6° décadas
(NARAYANA et al. 1982; MADEN et al. 1993; KAMAT et al. 1993;
HORENBLAS et al. 1993; FICARRA et al. 2006; CAMPOS et al. 2006).

Fatores associados fortemente ao cancer de pénis como mas
condicdes de higiene, presenca de fimose ou excesso de prepucio e baixa
condicdo socioecondmica, sd0 caracteristicas comuns a grande maioria
desses pacientes (PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; BRINTON et al.
1991; LOPES et al. 1993). Existem aqueles que ressaltam a presenca de

provaveis substancias irritativas no esmegma, porém com resultados
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conflitantes (FISHMAN et al. 1942; DENNIS et al. 1956). Nesse presente
estudo, foram 56 (16,9%) pacientes postectomizados de um total de 333
estudados, sendo apenas 15 (4,6%) desses, operados sem relacdo com o
tumor primario. Os dados encontrados corroboram os da literatura. Estudos
mais antigos (LICKLIDER 1961; PAYMASTER e GANGAGHARAN 1967), ja
mostravam a relacdo da postectomia na incidéncia do cancer peniano,
ressaltando incidéncia nula em algumas populacbes estudadas
independente dos aspectos (religiosos e/ou culturais) para a realizacdo da
mesma. Outros, demonstraram n&o s6 a importancia do procedimento em si,
mas também a importancia da idade do paciente no momento da realizacéo
da postectomia, sugerindo 0 nascimento como momento ideal na prevencéo
(FREW et al. 1976; JOHNSON et al. 1973). Ressaltando um risco
aumentado em 3,2 vezes quando comparada a realizacdo da postectomia
apos o nascimento e ao nascer (SCHOEN et al. 2000). Com isso a
postectomia hoje, constitui-se um excelente fator de protecdo que deve ser
utiizado sempre em favor do paciente, fazendo parte de medidas de
prevencdo em saude publica.

O quadro clinico inicial predominante na maioria dos pacientes com
cancer de pénis € o aparecimento de uma ferida no 6rgao que nao cicatriza,
apresentando progressao continua. Em nossa seérie, obtivemos este sinal em
92,8% dos casos, fato este semelhante em outras séries (ORNELLAS et al.
1994; ADEYOJU et al. 1997).

O tempo de evolucédo da doenca € um aspecto a ser levado em conta.

Nossa casuistica mostrou uma média de 17 meses entre o primeiro
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sinal/sintoma até o inicio do tratamento. Esse fato pode ser explicado ndo so
pelo baixo nivel de educacao desses doentes, mas também pela dificuldade
de acesso a saude, principalmente ao especialista, na maioria das cidades
pobres do interior do Brasil.

Em relacdo a apresentacao clinica da doenca na primeira consulta ao
especialista foi observado, nesta série, que 68,9% dos pacientes
apresentavam o tumor primario intacto, enquanto apenas 2,6% dos mesmos
chegavam ao consultério do especialista jA& amputados. A biopsia do tumor
foi realizada em 27,4% dos casos. Os dados mais uma vez, corroboram a
dificuldade do diagndstico e tratamento adequados em paises como o Brasil.

Existe um consenso de que o carcinoma de pénis deve ser
diagnosticado e tratado precocemente. Os fatores de risco devem ser
evitados. Sabe-se que o tratamento de escolha € o cirdrgico, variando a
extensdo da cirurgia de acordo com o tamanho e a invasdo do tumor. E
notorio que a linfadenectomia, quando indicada, representa a Unica forma de
cura do tumor, determinando um bom progndstico para o doente, ja que a
presenca de metastase linfonodal representa o principal fator de prognostico
do carcinoma peniano. A grande questao no tratamento desta doenca ainda
€ a alta morbidade da linfadenectomia, que muitas vezes € indicada sem
critérios bem definidos, pois os métodos utilizados para o diagnodstico dessas
metastases, representam ainda, altos indices de falso positivo e de falso
negativo.

Diversos estudos vém tentando, ao longo dos anos, identificar fatores

de risco para o desenvolvimento de metastases linfonodais no carcinoma de
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pénis (ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al. 1996b). HALL et al. (1998),
estudando espessura tumoral, observaram que aqueles tumores com mais
de 5mm de espessura, apresentavam uma incidéncia aumentada de
metastases linfonodais. LOPES et al. (1996b), CAMPOS et al. (2006),
mostraram significancia em tumores de até 5mm como mais associados a
metastases em linfonodos. A casuistica obtida neste estudo, ndo apresentou
significancia estatistica para a espessura tumoral (p= 0,084) como preditor
de metéastases linfonodais.

Analisando invasao linfatica e vascular pelo tumor, estudos mostram
que essas variaveis sao preditoras de metastases linfonodais, tanto na
analise univariada, quanto na multivariada (LOPES et al. 1996b; FRALEY et
al. 1989; SLATON et al. 2001). LOPES et al. (1996b), além de concluirem
que a presenca desses émbolos tumorais séo indicadores significativos de
risco para metastases linfonodais tanto na analise univariada, quanto na
multivariada, atribuiram um risco de disseminacdo da doenca para
linfonodos inguinais de 63,5% para pacientes com émbolos tumorais e de
30,6% para aqueles sem sinais patolégicos de embolizacdo tumoral.
Inclusive, até propuseram na época, uma mudanca no estadiamento TNM.
Corroborando com a literatura, esta casuistica apresentou invasao vascular
com significancia na analise univariada (p=0,001), enquanto a invaséo
linfatica com significancia na univariada (p=0,001) e na multivariada
(RR=5,68; IC 95% [2,8-11,7]) como fatores progndsticos no desenvolvimento

de metastase linfonodais.
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Em relacdo ao grau de diferenciacdo histolégica do tumor, estudos
tem demonstrado que quanto menos diferenciado é o tumor, mais
metastases linfonodais ele apresenta e consequentemente, pior sobrevida
quando comparados aqueles bem diferenciados (ORNELLAS et al. 1994;
SLATON et al. 2001; SRINIVAS et al. 1987; SOLSONA et al. 1992;
HORENBLAS e VAN TINTEREN 1994). Demonstra-se nesse estudo, uma
significancia estatistica na analise univariada (p=0,001) e multivariada (RR-
24,26; IC 95% [3,2-190,8]) do grau de diferenciacdo tumoral como preditor
de metastases linfonodais.

SOLSONA et al. (2001), mostrando que o risco de metastases
linfonodais para tumores de baixo grau ou bem diferenciados foi de 15x,
enguanto para os tumores de alto grau ou indiferenciados foi de 75x.

A correlacdo entre o local de invasdo tumoral e a metastase
linfonodal vem sendo mostrado na literatura ao longo dos anos
(HORENBLAS e VAN TINTEREN 1994; VILLAVICENCIO et al. 1997;
PIZZOCARO et al. 1997; SLATON et al. 2001). Nessa série, invasdo dos
corpos cavernosos e invasao uretral, demonstraram ser preditores de risco
para metastase linfonodal com (p=0,01) e (p=0,01), respectivamente na
analise univariada. Num outro trabalho, FICARRA et al. (2005), mostraram
também a importancia da invasao uretral (p<0,01) e desta vez, a invaséo do
corpo esponjoso (p<0,01) como fortes preditores no envolvimento linfonodal
no carcinoma peniano.

Portanto, nomogramas baseados em fatores anatomopatologicos

como: estadiamento linfonodal, tamanho do tumor, grau de diferenciacéo
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tumoral, espessura do tumor, padrdo de invasao, infiltracdo do corpo
esponjoso, invasdao do corpo cavernoso, invasdo uretral e presenca de
embolizacdo vascular e linfatica do tumor, tem sido propostos com o objetivo
de prognosticar o cancer de pénis e analisar a sobrevida cancer especifica
(FICARRA et al. 2006; KATTAN et al. 2006).

Em relacdo aos aspectos cirargicos no manejo do paciente portador
de carcinoma peniano, nossa casuistica apresentou 57,5% de amputacéo
parcial e 35,9% de amputacdo total, com apenas 6,6% de resseccao local,
no que se refere ao tratamento do tumor primario. Obtivemos 93,4% de
tratamento ressectivo radical, enquanto apenas 6,6% de tratamento
conservador. Esses dados coincidem com a maioria dos trabalhos na
literatura (FRALEY et al. 1989; LOPES et al. 1996b; FICARRA et al. 2006),
nos quais as amputacdes sao opcdes iniciais, e muitas vezes Unicas de
tratamento do tumor primario. Por outro lado, vale ressaltar, a importancia de
técnicas conservadoras, atualmente, cada vez mais realizadas (KAYES et al.
2007; OZSAHIN et al. 2006; MEIJER et al. 2007; TEWARI et al. 2007), e
cujas vantagens sdo a preservacao funcional e estética do membro, sem
menosprezar o principio fundamental da cirurgia oncologica que € o da
seguranca e o da curabilidade da doenca. E importante lembrar contudo,
gue nos pacientes tratados com técnicas conservadoras, 0 seguimento do
mesmo, deve ser cuidadoso e bem protocolado, evitando os altos indices de
recidiva seja ela local e/ou regional existentes (LONT et al. 2006). Nessa

série a recorréncia locoregional ocorreu em 56 casos (16,8%) e a distancia
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em 11 casos (3,4%). Em outros 8 casos (2,3%), a recorréncia foi
locoregional e a distancia.

Os altos indices de falsos positivos e de falsos negativos ao exame
clinico, além da inexisténcia de meétodos diagnosticos nédo invasivos,
sensiveis e/ou especificos na pratica clinica, com o objetivo de avaliar o
comprometimento metastatico dos linfonodos, tem justificado a realizacao de
linfadenectomias de principio ou profilaticas ou precoces no manejo do
paciente apds tratamento do tumor primario (CATALONA 1980; JOHNSON e
LO 1984; MCDOUGAL et al. 1986; FRALEY et al. 1989; ORNELLAS et al.
1994; LOPES et al. 1996b; GUIMARAES et al. 2003). Nessa série, foram
realizadas linfadenectomias em 150 pacientes (45%), sendo destas, 53
linfadenectomias inguinais (15,9%) e 97 casos de linfadenectomias ilio-
inguinais (29,1%). Trata-se de uma casuistica grande, com um periodo de
seguimento extenso, e ao longo deste periodo, observamos dois momentos
distintos: um mais antigo, onde a maioria desses pacientes apds o
diagnéstico, foram submetidos ao tratamento do tumor primario e a
linfadenectomia de principio num sé tempo cirargico. E o momento atual,
onde os pacientes, apds excisdo do tumor primario, fazem uso de antibiético
por 4-6 semanas e ap0s nova avaliacdo da regido inguinal com correlacéo
do anatomopatolégico do tumor excisado, sdo submetidos ou ndo a
linfadenectomia.

Quando adota-se a linfadenectomia por principio, havera um numero
maior de linfadenectomias desnecessarias, submetendo esses pacientes a

altas taxas de morbidade (CATALONA 1980; HORENBLAS et al. 1991). A
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técnica classica da linfadenectomia ndo é isenta de complicacbes
(ORNELLAS et al. 1991), podendo chegar a 70% (LOPES 1995). Na
literatura o indice médio de complicacdes relatadas esta em torno de 60%
(SKINNER et al. 1972; KAMAT et al. 1993). As séries contemporaneas
apresentam indices menores de complicacdes, em torno de 50%, a partir de
adequados cuidados técnicos durante a cirurgia e no pos operatorio
(NELSON et al. 2004; BEVAN-THOMAS et al. 2002). Nessa série, dos 150
pacientes (45%) submetidos a linfadenectomia, 120 pacientes (80,0%)
apresentaram complicacdes isoladas ou associadas. Destas, a mais
freqlente isoladamente foi o linfedema representando 12 casos (8,2%),
seguido pela deiscéncia com 9 casos (5,8%).

Ao longo dos anos, ja sabendo da baixa sensibilidade da puncgéo por
agulha fina dos linfonodos suspeitos para a avaliagdo locoregional e
valorizando apenas os resultados positivos (HORENBLAS et al. 1991,
BURGERS et al. 1992), esforcos com o objetivo de se reduzir morbidade
relacionada a linfadenectomia, resultaram desde procedimentos menos
agressivos, através da avaliacdo e biopsia do LS descrita por CABANAS
(1977), a técnicas mais aperfeicoadas que consistiam na analise dinamica
dos linfonodos utilizando a linfocintolografia e o gama-probe (HORENBLAS
et al. 2000; LONT et al. 2003; KROON et al. 2005), possibilitando assim,
uma disseccao regional. Ou até mesmo, procedimentos mais regrados,
muitas vezes reduzindo a area a ser dissecada (linfadenectomia modificada),
como fora proposto por CATALONA (1988), ganhando aceitacdo de alguns

grupos (D’ANCONA et al. 2004). Porém, tais métodos ndo se tornaram
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confiaveis pelo alto indice de falso-negativo, tanto para o LS (PERINETTI et
al. 1980; WESPER et al. 1986), quanto para as biopsias linfonodais
utiizando a linfocintolografia e o gama-probe (TANIS et al. 2002), com
resultados falso-negativos de até 22% e com sensibilidade de 80% para o
método. A linfadenectomia modificada ou limitada deve ser vista com
cuidado, pois algumas vezes o linfonodo metastéatico pode estar situado fora
da area da disseccéo (LOPES et al. 1996a).

Recentemente foi descrita a aplicacdo da ressonancia magnética
nuclear (RMN) com contraste paramagnético (nanoparticulas de ferro) na
identificacdo pré-operatdria de comprometimento linfonodal em pacientes
portadores de carcinoma peniano. Apesar de ser um estudo inicial, os
resultados foram animadores com taxa de deteccdo de 90% (TABATABAEI

et al. 2005).

5.2 ASPECTOS IMUNOHISTOQUIMICOS

Como os fatores clinicos ou anatomopatolégicos isoladamente nao
tem sido capazes de predizer o risco de metastase linfonodal nos pacientes
portadores de CEC de pénis, nem na época do diagnéstico bem como no
seu seguimento, novos estudos associando esses fatores classicos ja
estudados, com elementos da biologia molecular, constituem hoje uma
opcado na tentativa de selecionar pacientes com maior risco de metastases

linfonodais, instituindo nestes, o tratamento de principio, enquanto naqueles
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com baixo risco para metastases, o0 tratamento expectante, mantendo-se
seguimento cuidadoso e diminuindo assim, a morbidade terapéutica.

Diversos marcadores imunoistoquimicos foram estudados no
carcinoma peniano, buscando, em associacdo com fatores classicos ja
estudados, otimizar a selecdo de pacientes candidatos a linfadenectomia,
dividindo-os em pacientes com maior e menor risco de desenvolver
metastases linfonodais (LOPES et al. 2002; GOLIJANIN et al. 2004;
CAMPOS et al. 2006; SOARES et al. 2006; GUIMARAES et al. 2007). Por
conseqUéncia, somente aqueles de alto risco seriam submetidos a
linfadenectomia, diminuindo expressivamente o indice de morbidade deste
procedimento

Inovacbes metodologicas foram instituidas na realizacdo desses
novos estudos. Diferentemente dos outros estudos em carcinoma de pénis,
nessa série, a analise estatistica foi realizada a partir da confec¢cdo do TMA.
Essa nova tecnologia, possibilita a analise de um numero expressivo de
casos, utilizando poucas laminas e principalmente, mantendo condi¢cGes de
concentracdo dos reagentes, temperatura, tempo de incubacéo e lavagem,
constantes e exatamente iguais para todos os casos do estudo, dando uma
qualidade melhor na amostra a ser analisada, ou seja, todo caso a ser
estudado é tratado e preparado de maneira idéntica, dando uma
uniformidade e homogeneidade a amostra (RIMM et al. 2001). Além disso, o
volume tumoral pequeno no TMA, anteriormente criticado, por ndo ser
representativo do tumor, atualmente ndo representa mais um problema na

medida em que estudos estdo sendo publicados, desmistificando esta idéia
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e provando que mesmo uma amostra pequena € representativa e pode ser
analisada estatisticamente como a mesma acuracia de amostras analisadas
pelos métodos convencionais (CAMP et al. 2000; MUCCI et al. 2000).

A escolha da ciclina D1 como marcador tumoral no carcinoma
peniano foi estimulada por varios estudos mostrarem a importancia desse
marcador em tumores diversos no homem (BILALOVIC et al. 2005; YU et al.
2005; CHEN et al. 2005; CHUNG et al. 2005; KNOPP et al. 2005), sua
interacdo bem estabelecida na regulacdo do ciclo celular em células
eucaridticas (JOHNSON e WALKER 1999) e principalmente, por ascender a
possibilidade de encontrar um marcador significativo, seja isolado ou em
conjunto com outros marcadores ja estudados, para melhor selecionar
pacientes com maior risco de metastases linfonodais.

Apesar de extensamente investigado em varios tumores, a ciclina D1
foi pouco avaliada no carcinoma peniano. PAPADOPOULOS et al. (2007),
avaliaram a expressao da ciclina D1 e do Ki-67 em 21 casos de CEC de
pénis e em 14 casos de lesbes pré malignas do pénis. Analisando apenas o0s
casos de carcinoma peniano (21 casos), objeto do presente estudo, os
autores encontraram uma hiperexpresséo desta ciclina em 13 dos 21 casos
(61,9%), a partir da categorizagdo dos grupos (grupos de hipo e
hiperexpressao), a partir de um ponto de corte de 10%. Encontraram uma
associacao entre expressao da ciclina D1 e a diferenciacdo do grau tumoral
com p= 0,07 e uma associacdo da expressao da cilcina D1 com o nivel de

invasdo tumoral de apenas p=0,50. Concluiram com esse trabalho, que a
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hiperexpressdo da ciclina D1 pode ser utilizada como fator de progndstico
desfavoravel na sobrevida de pacientes com carcinoma de pénis.

No presente estudo entretanto, trabalhamos com uma casuistica
extensa de pacientes com diagndstico de carcinoma peniano ao longo de um
periodo grande de tempo (54 anos), e todos eles com correlacdo anatomo-
clinica. Optamos pela realizacdo do estudo utilizando o Tissue Microarray,
diminuindo o gasto com material, garantindo uma mesma qualidade na
confeccdo das laminas do “array” caso a caso e principalmente, garantindo
uma analise acurada da amostra através de areas tumorais representativas
de todos os 333 casos em apenas 4 laminas.

Metodologicamemte, por tratar-se de um estudo retrospectivo com
uma série historica grande, optamos por avaliar a qualidade da
imunorreatividade de cada caso, utilizando marcadores especificos para
esse fim (citoceratina AE1/AE3 e VIMENTINA). Obtivemos apenas uma
imunorreatividade baixa em 2 casos que foram previamente descartados.
Isso nos deu uma seguranca maior e uma tranquilidade para realizar o
ensaio desejado com certeza de um resultado com qualidade.

O mais dificil foi decidir o ponto de corte utilizado e como 0s grupos
de estudo iriam ser agrupados. Devido ao pouco numero de estudos de
ciclina D1 e carcinoma peniano, analisamos como foram definidos os pontos
de corte em estudos prévios que utilizaram a ciclina D1 em outros tipos de
tumores. A maioria dos estudos, utilizou o método ndo automatizado para
classificar a positividade nuclear para a ciclina D1. Ndo houve uma

padronizacdo nessa classificacdo, sendo que cada estudo determinou uma
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forma de classificacdo aleatdria para sua casuistica. CHEN et al. (2005),
estudando a ciclina D1 em céancer ovariano, definiu 10% como seu ponto de
corte e definiu o grupo negativo (</= 10%) e o grupo positivo (>10%). Num
estudo da ciclina D1 e carcinoma de mama, optou-se por intervalos,
definindo o grupo de fraca expressédo imunoistoquimica para a ciclina D1
(<10%), moderada expressdao (10-50%) e forte expressdao (>50%)
(BILALOVIC et al. 2005). Num estudo da ciclina D1 e tumores endocrinos do
pancreas, novos intervalos foram definidos: fraca expresséo
imunoistoquimica para a ciclina D1 (<25%), moderada expresséao (25-50%) e
forte expressao (>50%) (CHUNG et al. 2005). Na anélise da ciclina D1 e o
carcinoma de vulva foi definido como ponto de corte 5%, sendo o grupo de
baixa expresséo (</= 5%) e o grupo de alta expresséo (>5%) (KNOPP et al.
2005). Somente o estudo da ciclina D1 em carcinoma escamocelular de
orofaringe, adotou o AQUA (autometed in situ quantitative), baseando-se
numa escala de expressao de intensidade de pixel variando de 1-255 por
area tumoral previamente definida (YU et al. 2005). Nessa série, 0 ponto de
corte foi de 5%, sendo o grupo negativo (</=5%) e o grupo positivo (>5%),
porém, como a analise foi feita baseada no “tissue microarray”, para
obtermos uma amostra representativa de cada caso, foi analisada quatro
areas distintas do mesmo tumor para cada caso e s6 a partir dai, através de
médias simples, os casos foram categorizados nos grupos definidos acima.
Como nao existe um padrao para este tipo de estudo, acreditamos ser este

um bom meétodo inicial. A medida em que novos estudos imunohistoquimicos
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em pénis utilizando o TMA, forem publicados, talvez consigamos atingir um
aperfeicoamento dessa metodologia.

A imunoistoquimica no presente estudo, resultou em uma expressao
nuclear da ciclina D1 positiva em 168 casos (50,5%) e negativa em 165
casos (49,5%). A principio, fica claro a complexidade da anélise, na qual,
quase na metade dos casos estudados de pacientes com cancer de pénis, a
ciclina D1 apresentou expressdo nhegativa, contrariando o processo da
tumorigénese, no qual, necessariamente deve haver divisdo celular
descontrolada com multiplicacéo celular, e como a ciclina D1 esta envolvida
na regulacdo do ciclo celular, a mesma deveria esta hiperexpressa na
grande maioria dessas células tumorais (PAPADOPOULOS et al. 2007).
Com o resultado imunoistoquimico apresentado nessa serie, fica claro que a
expressdo da ciclina D1 por si s6, sem a correlagdo com outros fatores
classicos ja estudados (clinicos, demograficos e anatomopatoldgicos), néo
pode ser considerada fator de mau prognostico no carcinoma peniano,
diferindo da literatura (PAPADOPOULOS et al. 2007).

No presente estudo a imonorreatividade da ciclina D1 apresentou
correlacdo com as variaveis clinicas e demogréficas: realizacdo de
postectomia (p=0,001) e tempo de evolucdo (p=0,021). Apresentou
correlagcdo com as seguintes variaveis anatomopatologicas: infiltracdo uretral
(p=0,005), infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,012), embolizacdo venosa
(p=0,033) e diferenciacdo histolégica do tumor (p=0,037) na analise

univariada.
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Apenas o grau de diferenciacdo do tumor foi fator independente para
a expressdo da ciclina D1 no modelo multivariado com as variaveis
selecionadas.

Nessa série ndo foi encontrada relacéo significativa estatisticamente
da expressao da ciclina D1 com a presenca de metastases linfonodais, nem

tampouco com o risco de recidiva ou de o6bito.

5.3 ANALISE DA SOBREVIDA

Na correlagé@o das variaveis clinicas com a sobrevida livre de doenca,
o estadiamento clinico N (p=0,001) e o estadiamento clinico T (p=0,001)
apresentaram significancia estatistica na anélise univariada. GUIMARAES et
al. (2003), ressaltou a importancia do estadio clinico N como variavel
importante.

Na correlacdo com varidveis anatomopatoldégicas com a sobrevida
livre de doenca, o grau de diferenciagcdo tumoral (p=0,001), espessura do
tumor (p=0,001), embolizacdo venosa (p=0,001), permeacdo linfatica
(p=0,001), metastase linfonodal (p=0,001), infiltracdo de corpo cavernoso
(p=0,003) e infiltracdo uretral (p=0,005), apresentaram significancia
estatistica, corroborando com a literatura (LOPES et al. 1996b; GUIMARAES
et al. 2003).

A imunoexpressao da ciclina D1 né&o foi estatisticamente significante
para a sobrevida livre de doenga nem na analise univariada nem na

multivariada.
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As variaveis que permaneceram como independentes para a
sobrevida livre de doenca em 5 anos foram a metastase linfonodal (RR =
3,4; IC 95% [(2,0 — 5,6]),0 grau de diferenciacdo tumoral (RR = 8,4; IC 95%
[(2,0 — 35,2]), a espessura do tumor (RR = 3,3; IC 95% [(1,5 - 7,3]) e O
estadiamento clinico T (RR = 1,8; IC 95% [(1,1 — 3,0]).

Na correlacdo das variaveis clinicas com a sobrevida global,. idade
(p=0,001), estadiamento clinico N (p=0,001) e estadiamento clinico T
(p=0,021) foram as de maior importancia estatistica.

Dentre as variaveis anatomopatolégicas que influenciaram
significativamente a sobrevida global, encontram-se: embolizacdo venosa
(p=0,001), permeacao linfatica (p=0,001), metastase linfonodal (p=0,001),
grau de diferenciacdo tumoral (p=0,001), espessura tumoral (p=0,034),
infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,041) e infiltracao uretral (p=0,045)

A imunorreatividade da ciclina D1 n&do apresentou significancia
estatistica em relacédo a sobrevida global nem na anélise univariada, nem na
multivariada.

Por sua vez, as variaveis independentes para o risco de 6bito foram
presenca de metastase linfonodal e permeacéo linfatica.

Na correlacdo das variaveis clinicas com a sobrevida cancer
especifica, o estadiamento clinico N (p=0,001) e o estadiamento clinico T
(p=0,020), representaram significancia estatistica.

Na correlacdo com variaveis anatomopatolégicas com a sobrevida
cancer especifica, influenciaram significativamente o grau de diferenciacéo

tumoral (p=0,001), permeacdo linfatica (p=0,001), metastase linfonodal
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(p=0,001), embolizacdo venosa (p=0,003), espessura do tumor (p=0,013) e
infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,039)

A imunorreatividade da ciclina D1 n&do apresentou significancia
estatistica para a sobrevida cancer especifica

Das variaveis selecionadas, a metastase linfonodal (RR = 5,2; IC 95%
[(3,0 — 8,9]) e a espessura do tumor (RR = 2,2; IC 95% [(1,1 — 4,6]) foram
fatores independentes de risco para 6bito por cancer de pénis.

Portanto, fica claro e bem estabelecido apos analise dessa casuistica,
que a presenca de metastase linfonodal permenece como o principal fator de
prognéstico no carcinoma peniano, corroborando com a literatura
(STAUBITZ et al. 1955; WAJSMAN et al. 1977; NARAYANA et al. 1982;
YOUNG et al. 1991; KAMAT et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994; LOPES et
al. 1996a), aparecendo como fator independente em todas as sobrevidas
analisadas.

Quando da correlacdo especifica entre a presenca e a auséncia de
metastases linfonodais com a sobrevida, ao longo dos anos,
percentualmente, os dados sdo ainda mais evidentes. SUFRIN e HUBEN
(1987), considerando linfonodos metastaticos e nédo metastaticos
encomtraram uma sobrevida global em 5 anos de 27,5% e 66,2%,
respectivamente. HORENBLAS e VAN TITEREN (1994), demonstraram
taxas de sobrevida de 50% e 93%, em 5 anos para linfonodos metastéticos e
nao metastaticos respectivamente. Nessa série, para a sobrevida global, as
taxas obtidas foram de 43,3% e 80,9% em 5 anos e 30,7% e 63,9% em 10

anos para pacientes com e sem metasatases linfonodais respectivamente.
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As sobrevidas livre de doenca e cancer especifica, em 5 anos, resultaram
em taxas de 41,8% e 86,2% e de 54,0% e 90,4% com e sem metastases
linfonodais respectivamente.

Por outro lado, os marcadores imunohistoquimicos até hoje
estudados no carcinoma peniano, ndo tem demonstrado nem sensibilidade,
nem especificidade suficientes como meios de prognosticar a doenca, e
estdo longe de ser os marcadores ideais tanto para diagndéstico, quanto para
selecdo de pacientes para a linfadenectomia ou até, para seguimento
desses pacientes tratados.

A ciclina D1, demonstrou ser um marcador factivel na pratica clinica,
apresentando correlagbes tanto clinicas quanto anatomopatologicas
significantes estatisticamente para o carcinoma peniano, contudo sem
importancia prognostica ao ser utilizada isoladamente. Talvez, em conjunto
com as outras ciclinas, possa ter valor prognostico importante.

O objetivo, a partir de agora, ja que existem nomogramas clinicos e
antomopatologicos validados para prognéstico do carcinoma peniano
(FICARRA et al. 2005; KATTAN et al. 2006), € o de criar novos nomogramas
apos analise minuciosa de todos os marcadores moleculares estudados ao
longo dos anos, desenvolvendo talvez, um painel imunoistoquimico com
marcadores de maior significancia estatistica no prognostico do carcinoma
peniano. Com isso, a associacdo dos nomogramas hoje existentes com
estes novos nomogramas, se constituirdo em uma nova ferramenta que

selecionard o paciente ideal para a linfadenectomia radical, diminuindo a
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morbidade do procedimento, sem contudo, diminuir o percentual de cura da

doenca.
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6 CONCLUSOES

o A expressao da ciclina D1 apresentou correlacdo estatisticamente
significativa com infiltragcdo uretral, infiltracAo de corpos cavernosos,
embolizacdo venosa e grau de diferenciacdo tumoral na andlise univariada,
Na andlise multivariada, o grau de diferenciacdo tumoral foi a Unica variavel

estatisticamente significante.

o N&o existe associacdo da expressdo da ciclina D1 com a ocorréncia
de metéastases linfonodais, nem com a sobrevida global, sobrevida livre de

doenca e sobrevida cancer especifica no carcinoma peniano.

o Grau de diferenciacdo tumoral e permeacédo linfatica, apresentaram
nesse estudo, correlacdo com a presenca de metastase linfonodal, tanto na

analise univariada, quanto na multivariada.

o A presenca de metéstase linfonodal foi fator independente quando
avaliada para a sobrevida global, sobrevida livre de doenca e sobrevida

cancer especifica no carcinoma peniano.
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Anexo 1 - Ficha de Levantamento de Dados

Projeto de Tese: Augusto Modesto de Souza Neto

RISCO DE METASTASE LINFONODAL EM CANCER DE PENIS x CICLINAS

01.

02.

03.

04.

05.

06.

07.

08.

09.

10.

11.

N° do estudo -

................................................................... L]
RG e —— I T I I
I
Data da admissao 1
........................................................................ 1 1
Idade na admissao
(BN0S) oo ——————— |
Estado civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) outros (9) Ign
......... ]
Raca : (1) Branca (2) Amarela (3) Negra (4) Ign
.............................................. |
Sinais / Sintomas : (1) Ferida (2) Dor (3) Inflamagcdo (4) DisUria
.................... ||

(5) Prurido (6) Outros (9) Ign.

Tempo de evolucao (meses)
....................................................... -
Antecedentes venéreos: (0) N&o (2) Sim.
............................................................. ]
Postectomia: (0) Nado (1) N&o relacionada (2)Relacionada (9) Ign .............
..... ||
Situacdo a 12 consulta : (1) Biopsiado (2) Amputado (3) Esvaziado
................. ]

(4)Intacto (9) Ign.



12. Estadiamento cT: (1) T1 (2) T2 3) T3 (4) T4 (9) Tx

13. Estadiamento cN: (0) NO (1)N1  (2)N2  (3)N3  (4N4  (9)Nx

14. Estadiamento cM: (0) MO (HmMm1 (9)Mx

15. Data da amputacao/ resseccao /1

16. Cirurgia: (0) Nao (1) Amp. Parcial (2) Amp. Total (3) Exerese

(4) Postectomia.
17. Tipo de esvaziamento ganglionar: (0) Nao (1) Inguinal (2) Inguino-iliaco

(9) Ign.
18. Intencdo do esvaziamento : (1) Principio (2) Necessidade (9) Ign
...................... ||
19. Data do esvaziamento: 1
................................................................. 1
20. Complicacbes relacionadas a amputacéo: (0) Nao (1) Infeccao

(2) Deiscéncia (3) Estenose (4) Hemorragia (9) Ign

21. Complicacdes relacionadas ao esvaziamento:

(O)Nado  (1)Infeccdo (2) Deiscéncia (3) Hematoma (4) Necrose (5)
Linfedema

(6)Ruptura de vasos (9) Ign.
22. Numero do AP

23. Grau de Diferenciacdo: (1) Bem diferenciado (2) Mod. diferenciado

(3)Pouco diferenciado (4)Néao classificado (9)Ign.



24. Espessura do tumor : (1)Até Imm (2) 1-5mm  (3) >5mm (9) Ign.

25. Permeacdo linfatica: (O)Nao (1) Presente (9) Ign.
e ——————— ||

26. Embolizacdo venosa: (O)Nao (1) Presente (9) Ign
e ——————— ||

27. Infiltracdo de corpos carvenosos: (0)Nao (1)Presente (9)Ign
e ||

28. Infitracdo da uretra : (O)Nao (1)Presente (9)Ign
e ——————— ||

29. Infiltracdo de orgaos adjacentes: (O)Néao (1)Presente (9)Ign

31. Total de linfonodos examinados:

32. Total de linfonodos positivos:

33. Lateralidade dos linfonodos positivos: (1)Unilat. (2)Bilateral (9) Ign

el
35. Data da recidiva: [

36. Local da recidiva: (0)Ndo (1)Coto (2)Regional (3)Pulmdes (4)Ossos

(5) Figado (6)outros (9)Ign.
37. Tratamento da recorréncia; (0O)Nao (1)RHD (2)Local (3)Regional (4)Rxt

(5)Qt (6)Outro (9)Ign.
38. Data do ultimo seguimento: )
.......................................................... ]



39. Situacdo no seguimento: (1)Vivo s/ doenca (2)Vivo com doenca

(3)Obito por cancer (4)Obito por outra causa (5) Perdido de vista



