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RESUMO

Campos RSM. Andlise da expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina, Ki67 e
p53 como fatores prognosticos em cancer de pénis. Sdo Paulo 2018. Tese de

Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente.

O carcinoma epidermdide do pénis tem incidéncia significativa em paises em
desenvolvimento como o Brasil. O tratamento dos tumores invasivos consiste na
ressec¢do da lesdo primaria e linfadenectomia bilateral, procedimento associado a
alta taxa de morbidade. O estudo de fatores prognosticos do tumor primario pode
ajudar na selecdo dos pacientes candidatos as linfadenectomias. A expressdo
imunoistoquimica do ki-67, do p53 e da nucleofosmina (NPM) se associam a pior
prognodstico em diversas neoplasias. Estudamos retrospectivamente 112 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide do pénis, submetidos a cirurgia do tumor
primario no Departamento de Cirurgia Pélvica do AC Camargo Cancer Center. Os
blocos de parafina foram revisados e submetidos a coloragdo imunoistoquimica para
NPM, ki-67 e p53. A leitura foi realizada no dispositivo Aperio®. A
imunorreatividade da NPM, Ki67 e p53 foi relacionada a fatores clinicos e
patolégicos: idade, estado civil, raga, tempo de evolucdo da doenca, antecedentes
venéreos, estadiamento clinico, espessura do tumor, grau de diferenciagao,
embolizacdo linfovascular, estadiamento patologico, tipo de invasdo. Analisamos
quais fatores influenciaram o risco de metastases linfonodais e sobrevida global (SG)
e livre de doenga (SLD). Os testes estatisticos de associagao utilizados foram o Qui-
quadrado, teste de Fischer, a regressdo logistica multipla. Na analise de sobrevida
utilizamos o Kaplan e Meier, o Log-rank e o modelo de riscos proporcionais de cox.
A imunorreatividade do p53 estava alta em 42,3% dos casos e se associou a maior
ocorréncia de recidivas, mas ndo a outras variaveis. A imunorreatividade do Ki67
estava alta em 89,1% dos casos € nao se associou a nenhuma variavel. A NPM
apresentou imunoexpressao baixa em 50% dos casos e se associou a maiores estadios
clinicos T e N e invasdo de corpo cavernoso. A imunorreatividade do p53, da NPM e
do Ki67 ndo se associaram a metdstases linfonodais. A ocorréncia de metastases
linfonodais foi influenciada pelo estadiamento clinico N (p=0,001), grau de
diferenciag¢do (p=0,007), invasdo vascular (p=0,004), invasdo perineural (p<0,001),

infiltragdo de corpos cavernosos (p=0,004), infiltracdo da uretra (p=0,013) e



espessura tumoral (p=0,008). No modelo multivariado, estadiamento clinico N
(RR=5,5); IC [1,4-20,8], infiltragdo de corpos cavernosos (RR=3,9); IC [1,2-12,3] e
invasdo perineural (RR=4,9); IC [1,5-16,2] foram fatores independentes de risco de
metastases linfonodais. A SG ao final de 120 meses foi de 47,3% e foi influenciada
por racga (p=0,009), recidivas (p=0,018), grau moderado e alto (p=0,031), infiltragcdo
de corpos cavernosos (p=0,037), invasdo vascular (p=0,02), invasdo perineural
(p=0,030), espessura tumoral >5 mm (p=0,015) e metastases linfonodais (p=0,003).
A imunoexpressdo da NPM, do Ki67 e do p53 ndo influenciou a SG. Na andlise
multivariada, a invasao vascular (RR=1,9; IC [1,0-3,6]) se associou a menor SG. A
SLD foi influenciada por infiltragdo de corpo cavernoso (p<0,001), infiltracdo da
uretra (p=0,032), infiltragdo vascular (p<0,001), metastases linfonodais (p<0,001) e
alta imunoexpressdo do p53 (p=0,008). A imunorreatividade do Ki67 e da NPM nao
influenciaram a SLD. Na analise multivariada apenas a invasdo de corpo cavernoso
(RR=4,0; IC [1,4-11,3]) e a ocorréncia de metastases linfonodais (RR=4,2;IC[1,4-
13,1]) se associaram a menor SLD. Os resultados permitem concluir que a alta
expressdo do p53 se associou a pior SLD na andlise univariada e a perda de

expressdo da NPM se associou a maiores estadios clinico e patologico.



SUMMARY

Campos RSM. [Evaluation of prognostic value of the immunohistochemistry
expression of the nucleophosmine, p53 and Ki67 in patients with penile

carcinoma]. Sao Paulo 2018. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Penile carcinoma still has relevant incidence in developing countries like Brazil. The
gold standard for the treatment of invasive lesions remains amputation followed by
bilateral lymphadenectomy, procedures associated with high morbidity. The
identification of prognostic factors could help to select the best candidates to
lymphadenectomies. The immunoreactivity of p53, nucleophosmin (NPM) and ki67
has been associated with the prognosis of many tumors. A retrospective study of 112
patients with penile carcinoma submitted to amputation and lymphadenectomy at the
Division of Urology of A.C.Camargo Cancer Center was undertaken to evaluate the
prognostic value of immunoreactivity of p53, NPM and Ki67 in the primary tumor.
The immunoreactivity of these proteins were correlated with the followed factors:
age, race, marital status, time to diagnosis, venereal history, clinical stage, tumor
thickness, histological grade, lymphovascular embolization, corpora cavernosa and
urethra infiltration, pattern of invasion, lymph node metastasis, overall survival (OS)
and disease free survival (DFS). The association among variables was done by the
chi-square test and the survival analysis were performed with the Kaplan & Meier
technique and the multi-factorial analysis by the Cox regression technique. The p53
immunoreactivity was high in 42,3% of the cases and was associated with high
recurrence rates, but not with other variables. Ki67 immunoreactivity was high in
89,1% of the cases and was not associated with any variable. NPM immunostaining
was considered low in 50% of the cases and was associated with higher clinical
stages N and T and corpora cavernosa invasion, but not with other variables. There
was no association between NPM, p53 and Ki67 immunostaining and lymph node
metastasis. Clinical stage N (p=0,001), grade of differentiation (p=0,007), vascular
invasion (p=0,004), perineural invasion (p<0,001), corpora cavernosa infiltration

(p=0,004), urethral infiltration (p=0,013) and tumor thickness (p=0,008) were



significant for the incidence of lymph node metastasis. The multivariate analysis
revealed that clinical stage N (RR=5,5; CI [1,4-20,8]), corpora cavernosa infiltration
(RR=3,9; CI [1,2-12,3]) and perineural invasion (RR=4,9; CI [1,5-16,2]) were
significant for the incidence of lymph node metastasis. The OS at the end of 120
months was 47,3% and was influenced by race (p=0,009), recurrences (p=0,018),
moderate or high pathologic grade (p=0,031), corpora cavernosa infiltration
(p=0,037), lymphovascular embolization (p=0,02), perineural invasion (p=0,030),
tumor thickness (p=0,015) and lymph node metastasis (p=0,03). There was no
association between p53, NPM and Ki67 immunoreactivity and OS. Multivariate
analysis revealed that vascular invasion (RR=1,9; CI [1,0-3,6]) influenced OS. DFS
was influenced by corpora cavernosa infiltration (p<0,001), urethra infiltration
(p=0,032), lymphovascular embolization (p<0,001), lymph node metastasis
(p<0,001) and p53 immunostaining (p=0,008). NPM and Ki67 immunoreactivity did
not influence DFS. Multivariate analysis revealed that corpora cavernosa infiltration
(RR=4,0; CI [1,4-11,3]) and lymph node metastasis (RR=4,2; CI [1,4-13,1])
influenced DFS. These results showed that higher p53 expression was associated
with a worst DFS at univariate analysis and the low NPM imunoexpression was

associated with higher clinical and pathological stages.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pénis tem incidéncia significativa especialmente em paises do
terceiro mundo. Uma das maiores incidéncias é encontrada na India, com taxas de
3,32 casos/100000 habitantes, e as menores incidéncias entre judeus nascidos em
Israel, onde a ocorréncia € proxima a zero (SOLSONA et al. 2004).

No nosso meio representa 2,1% das neoplasias do sexo masculino. Em
regides como o norte e o nordeste tem freqiiéncia relativa de 5,3 % e 5,7%
respectivamente (BRUMINI 1982).

As metastases linfonodais ndo tratados podem ulcerar ou se fixar ao feixe
vasculo-nervoso. A morte desses pacientes ocorre devido a sepsis, hemorragia por
ruptura dos grandes vasos e caquexia. Quando nao tratados, o Obito ocorre no
periodo de até 2 anos (BEGGS e SPRATT 1964).

Os pacientes portadores de metéstases linfonodais podem ser curados com as
linfadenectomias em cerca de 20% a 60% dos casos (HEYNS et al. 2010). No
entanto, esse tratamento estd associado a um alto indice de complicagdes, que varia
de 30 a 90% (LOPES et al. 1996a, ORNELLAS 2008b; BEVAN-THOMAS et al.
2002).

A avaliacdo da extensdo do acometimento linfonodal continua baseada no
exame clinico e estd associada a muitas dificuldades. Exames complementares de
imagem ndo conseguem predizer de forma confidvel micrometastases em linfonodos

normais (KRISHNA et al. 2008; LEIJTE et al. 2009; SCHLENKER et al. 2012).



O estudo de fatores prognosticos do tumor primario pode ajudar na selegao
dos pacientes candidatos as linfadenectomias. O aumento da expressdo
imunoistoquimica do ki-67, do p53 e da nucleofosmina tém sido associados a pior
prognostico em diversas neoplasias (COUTINHO-CAMILLO et al. 2010). Poucos
estudos avaliaram o valor da expressdo imunoistoquimica do p53 e Ki67 em cancer
de pénis e apresentam resultados muitas vezes conflitantes (FARIA et al. 2000;
GUIMARAES et al. 2007; GIL et al. 2002; LOPES et al. 2002). Nio temos
conhecimento até o momento sobre algum estudo que avalie a expressdo da
nucleofosmina em cancer de pénis.

No presente estudo avaliamos o valor da expressdo imunoistoquimica da
nucleofosmina, p5S3 e Ki67 como fatores prognosticos em 112 pacientes portadores

de carcinoma epidermdide do pénis.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS ETIOLOGICOS

O cancer de pénis tem incidéncia significativa em paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento. Uma das maiores incidéncias é encontrada na india, com taxas
de 3,32 casos/100000 habitantes, e as menores incidéncias entre judeus nascidos em
Israel, onde a ocorréncia é proxima a zero (SOLSONA et al. 2004). Ainda na India,
os tumores do pénis representam 11,6 % dos tumores genitais que acometem o0s
homens (TAKIAR e KUMAR 2014).

No Brasil, representa 2,1% das neoplasias do sexo masculino. Em regides
como o norte e o nordeste tem freqiiéncia relativa de 5,3 % e 5,7% respectivamente;
(BRUMINI 1982). Levantamento mais recente descreve maior incidéncia nas regides
norte e nordeste e sudeste, com 53,02% e 45,54% dos casos respectivamente
(FAVORITO et al. 2008).

Nos paises desenvolvidos a ocorréncia dessa doenca ¢ baixa. Nos Estados
Unidos a incidéncia ¢ de 0,69 caso para 100000 habitantes, com maior frequéncia
entre hispanicos, entre os quais ¢ de 1,01 caso para 100000 habitantes
(BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007).

A incidéncia do cancer de pénis ¢ maior a partir da quarta década de vida,
mas mesmo individuos muito jovens, com menos de 25 anos, podem ser acometidos
pela moléstia (LOPES et al. 1996a; BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007; FAVORITO

et al. 2008).



Esta neoplasia nao parece estar associada a diferencas raciais (RIVEROS e
LEBRON 1963; BEGGS ¢ SPRATT 1964).

Uma revisao sistematica da literatura apontou como fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de pénis a fimose, o tabagismo, o habito de mascar
tabaco, ferimentos e processos inflamatorios cronicos do pénis, verrugas genitais e
infec¢do por HPV de alto risco (POW-SANG et al. 2010).

Algumas lesdes que acometem a glande e o prepucio sdo consideradas
precursoras do carcinoma epidermodide do pénis, tais como: papulose bowenoide,
balanite xerotica obliterante, neoplasia intraepitelial grau III, condiloma gigante,
eritroplasia de Queyrat, doenca de Bowen e doenga de Paget (HAKENBERG et al.
2015).

Fatores como baixa condi¢do socio-econdmica e habitos de higiene pessoal
precarios podem também aumentar significativamente a chance de ocorréncia da
doenca (MICALI et al. 2006). O habito de manter relagdes sexuais com animais
também ja foi apontado como fator de risco para o desenvolvimento de cancer de
pénis (ZEQUI et al. 2012).

As lesdes tumorais se originam mais frequentemente na glande e prepucio,
mas podem acometer também a haste peniana (BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007).

A associacdo entre a infec¢@o por alguns tipos de HPV e o desenvolvimento
de cancer de pénis tem sido sugerido na literatura, tanto por trabalhos
epidemioldgicos descritos por BRINTON et al. (1991) como por trabalhos de
biologia molecular (VILLA e LOPES 1986; BEZERRA et al. 2001; SCHEINER et
al. 2008). A prevaléncia do DNA do HPV no cancer de pénis varia de 20% a 80%,

dependendo da populagdo estudada e dos métodos de deteccao utilizados. O subtipo



mais comum ¢ o 16, encontrado em até 69% dos espécimes. O mecanismo de
inducdo da carcinogénese se da provavelmente pela interagdo com oncogenes e
genes supressores de tumor, como o gene do retinoblastoma e p53, respectivamente

(KAYES et al. 2007a).

2.2 ASPECTOS CLINICOS E ANATOMOPATOLOGICOS

A forma de apresentagdo mais comum do cancer de pénis ¢ um nodulo ou
ulcera que ndo cicatriza, podendo ser acompanhado de sangramento e dor. Pode
haver dareas de eritema ou lesdes verrucosas. As lesdes se localizam
preferencialmente na glande, prepucio e sulco coronal. Podem crescer de forma
exofitica ou infiltrativa (LOPES et al. 1996a; POW-SANG et al. 2002; MICALI et
al. 2004).

Sintomas sistémicos como fadiga, perda de peso, fraqueza e mal estar s
costumam aparecer como decorréncia de supuracdo cronica da lesdo primaria ou dos
sitios de metastases (MISRA et al. 2004).

O tempo de evolugdo da doenca pode ser bastante longo. Alguns pacientes
sao diagnosticados ap6s mais de 12 meses de evolugdo (LOPES et al. 1996a; POW-
SANG et al. 2002, FAVORITO et al. 2008). Os motivos apontados para tal delonga
sdo baixo nivel de instrucdo, medo ou pudor e dificuldade de acesso ao sistema de
satde (FAVORITO et al. 2008).

O exame fisico deve incluir a palpagdo da lesdo primdaria para que se possa
caracterizar a sua forma, didmetro e localizagdo. Deve-se palpar também os corpos

cavernosos para avaliar se hd extensdo do tumor a estas estruturas. A palpacdo das



regides inguinais ¢ fundamental para a avaliagdo de possiveis metéstases
(HAKENBERG et al. 2015).

O diagnoéstico de certeza ¢ obtido através da biopsia da lesdo primaria e
exame anatomopatoldgico. Essa bidpsia deve ser realizada englobando parte da lesao
e parte de tecido sdo, evitando areas de necrose (MISRA et al. 2004). Nas lesdes que
acometem o meato ¢ importante avaliar a possibilidade de invasdo da uretra
(GUIMARAES et al. 2011).

O carcinoma epidermdide do pénis se assemelha ao carcinoma epidermdide
de outras regides do corpo. Atualmente varios subtipos histologicos sdao reconhecidos
e outras variantes continuam a ser descritas. Entre os tipos mais aceitos, podemos
citar os nomes e frequéncias relativas das diversas variantes do carcinoma
epidermoide do pénis: carcinoma epidermoéide usual (48% a 65%), basaldide (4 a
10%), warty (7% a 10%), verrucoso (3% a 8%,), papilar (5% a 15%), sarcomatdide
(1% a 3%,), tipos mistos (9% a 10%), pseudoiperplasico (<1%), cuniculatum (<1%),
pseudoglandular (<1%), warty-basaloide (9% a 14%), adenoescamoso (<1%),
mucoepidermoide (<1%), variante células claras (1%-2%) (CHAUX et al. 2010;
HAKENBERG et al. 2015). O reconhecimento dos subtipos histolégicos ¢ de suma
importancia, pois tem implica¢des claras no progndstico (GUIMARAES et al. 2009).

A descrigdo do exame anatomopatoldgico, incluindo esses tipos histoldgicos
e caracteristicas relevantes do tumor primario e linfonodos ressecados encontram-se
padronizadas (VELAZQUEZ et al. 2010).

Outros tipos histologicos menos freqiientes sdo melanomas, carcinomas
basocelulares, sarcomas, e lesdes metastaticas € ndo serdo abordados neste trabalho

(BRACKEN e DIOKNO 1974; ROBEY ¢ SCHELLHAMMER 1984).



Apesar dessa neoplasia ocorrer em um 0rgdo extremamente vascularizado, as
metastases hematogénicas sdo raras, ocorrendo em torno de 1 a 10% dos casos. A
disseminagdo ocorre principalmente por via linfatica (LOPES et al. 1996a e b,
LEIJTE et al. 2008; ORNELLAS et al. 2008a ¢ b).

A drenagem linfatica do pénis se da inicialmente para os linfonodos inguinais
superficiais e profundos. Estes sdo os primeiros sitios de disseminagdo da doenga,
seguidos por linfonodos iliacos ¢ entdo metastases a distancia (CATALONA 1980;
FRALEY et al. 1985).

As metastases linfonodais quando ndo tratadas podem ulcerar ou se fixar ao
feixe vasculo-nervoso. A morte desses pacientes ocorre devido a sepsis, hemorragia
por ruptura dos grandes vasos e caquexia. Quando ndo tratados, o 6bito ocorre no
periodo de até 2 anos (BEGGS e SPRATT 1964). Nao ha relato de remissdo

espontanea.

2.3 ESTADIAMENTO

O estadiamento consiste em avaliar a extensdo da doenga do ponto de vista
local, regional e a distincia. E fundamental para defini¢io da terapéutica a ser
instituida e para prever o prognostico dos pacientes.

Em 2009 foi publicada a sétima edi¢do do estadiamento TNM, utilizada nesse

trabalho (EDGE et al. 2009).



Quadro 1 - Sistema de classificagdo do tumor de pénis - TNM, AJCC 2009.

T - Tumor Primario

Tx - Tumor primdrio ndo avaliado

TO - Sem evidéncia de tumor

Tis - Carcinoma in situ

Ta - Tumor verrucoso nao invasivo

Tla - Tumor invade tecido conectivo subepitelial sem invasdo vascular e é bem diferenciado (ex.:
tumores grau 1 ou 2)

T1b - Tumor invade tecido conectivo subepitelial com invasdo vascular ou ¢ pouco diferenciado (ex.: tumores
de grau 3 ou 4)

T2 - Tumor invade corpo cavernoso ou esponjoso

T3 - Tumor invade uretra

T4 - Tumor invade estruturas adjacentes

N - Linfonodos Regionais

* Definicao do Estadiamento Clinico - baseada em palpacéo e imagem

cNx - Linfonodos regionais nao avaliados

¢NO - Sem linfonodos palpaveis ou visivelmente aumentados

¢cN1 - Linfonodo inguinal unilateral movel e palpavel

cN2 - Linfonodos inguinais bilaterais ou multiplos méveis e palpaveis

cN3 - Massa nodal inguinal fixa e palpavel ou linfadenopatia pélvica uni ou bilateral

* Definicao do Estadiamento Patolégico

pNx - Linfonodos regionais ndo avaliados

pNO - Sem metastase nos linfonodos

pN1 - Metastase em um unico linfonodo inguinal

pN2 - Metastase em linfonodos inguinais bilaterais ou multiplos

pN3 - Extensdo extranodal de metastases linfonodais ou de linfonodos pélvicos uni ou bilaterais
(cont.)

M - Metastases a Distancia

MO - Sem metastase a distancia

M1 - Com metastase a distancia

G - Grau histopatolégico

Gx - grau histopatologico nao pode ser avaliado

G1 - bem diferenciado

G2 - moderadamente diferenciado

G3-4 - pobre diferenciagdo/indiferenciado

Fonte: EDGE et al. (2009)




Quadro 2 - Estadios separados conforme a Classificagdo da AJCC

Estadio |

Tla, NO, MO

Estadio Il (qualquer um dos seguintes)

T1b, NO, MO

T2, N0, MO

T3, N0, MO

Estadio Illa

T1-3, N1, MO

Estadio IIIb

T1-3, N2, MO

Estadio IV (qualquer um dos seguintes)

T4, qualquer N, MO

qualquer T, N3, MO

qualquer T, qualquer N, M1

Fonte: EDGE et al. (2009)

O estadiamento clinico do cancer de pénis baseia-se principalmente no exame
fisico. Em relagdo ao tumor primario, o exame fisico ¢ confiavel. A realizagcdo de
ultrassonografia e ressonancia nuclear magnética apos a indu¢do medicamentosa da
erecdo pode ser util na avaliagdo da invasdo dos corpos cavernosos nos casos
duvidosos pelo exame fisico (LONT et al. 2003; KAYES et al. 2007b). No entanto,
tratam-se de exames de disponibilidade limitada e onerosos, além de dispensaveis na
imensa maioria dos casos.

A avaliacdo da extensdo do acometimento linfonodal da doenga, apesar dos
avancos dos métodos diagnosticos, também continua baseada no exame clinico e esta
associada a muitas dificuldades. A ultrassonografia, a tomografia computadorizada, a

ressonancia nuclear magnética e a tomografia com emissdo de positrons utilizando
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18 desoxifluoroglicose (PET-CT com 18 FDG) nao sao capazes de identificar de
forma confidvel micrometéastases em linfonodos normais (KRISHNA et al. 2008;
LEITE et al. 2009; SCHLENKER et al. 2012). Podem ser uteis em pacientes obesos
em que a palpagdo dos linfonodos ¢ dificultada pelo paniculo adiposo
(HAKENBERG et al. 2015)

Uma forma de estadiamento cirurgico para os linfonodos regionais do pénis
foi proposto por CABANAS (1977). Em um estudo baseado em linfangiografias
realizadas através dos vasos linfaticos dorsais do pénis, esse autor propds o conceito
de linfonodo sentinela (LS), localizado na regido antero-medial da veia epigéstrica
superficial. Este seria o primeiro sitio de metéastases linfonodais. Analisou 46
pacientes nos quais a biopsia do linfonodo sentinela foi realizada e verificou que em
15 deles a biopsia foi positiva. Dentre esses ultimos 12 deles (80%) ndo tinham
nenhum outro linfonodo comprometido. No grupo de 31 pacientes com biopsia
inicial negativa, ndo foram observadas metastases inguinais subsequentes e a
sobrevida em 5 anos foi de 90%.

Esses resultados foram contestados posteriormente. WESPES et al. (1986)
demonstraram desenvolvimento de metéstases em linfonodos inguinais profundos e
iliacos apos bidpsia negativa do linfonodo sentinela, encontrando resultados falso-
negativos em até 22% dos casos.

O mapeamento da drenagem linfatica com tecnécio 99 ndo coloidal para
identificacdo do linfonodo sentinela, técnica conhecida como linfocintilografia,
parece ser procedimento de valor. HORENBLAS et al. (2000) analisaram 55

pacientes portadores de carcinoma de pénis invasivo submetidos a linfocintilografia.
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Na média de seguimento de 22 meses, apenas um paciente que teve a biopsia do
linfonodo sentinela negativa desenvolveu metastases.

Esse mesmo grupo publicou posteriormente a analise dos resultados da
linfocintilografia no estadiamento de 90 pacientes portadores de cancer de pénis e
encontraram uma sensibilidade de 80%. Nessa casuistica 23 pacientes tiveram a
bidpsia do linfonodo sentinela negativa, dos quais 5 pacientes apresentaram recidiva
ao longo do seguimento (TANIS et al. 2002). Modifica¢des no método introduzidos
posteriormente reduziram o indice de falsos negativos para 4,8% (LEIJTE et al.
2007).

Esse método pode ser 1util em pacientes com linfonodos clinicamente

negativos desde que se disponha do material adequado e de equipe treinada.

2.4 TRATAMENTO DO TUMOR PRIMARIO

O objetivo do tratamento do tumor primario ¢ a sua remog¢ao com margens,
preservando a maior extensdo possivel do 6rgdo. O tipo de cirurgia mais utilizada
para lesdes com estadiamento igual ou maior a T2 ainda ¢ a amputacdo do pénis, seja
ela parcial ou total, o que permite bom controle local da doenga (LEIJTE et al. 2008:
GUIMARAES et al. 2011, HAKENBERG et al. 2015). O indice de recidiva local ¢
de cerca de 5% e este evento ndo parece afetar de forma significativa a sobrevida dos
pacientes (LEIJTE et al. 2008).

A margem cirargica tradicionalmente utilizada ¢ de 2,0 cm. Mais
recentemente , margens de 1,0 cm ou até menores tem sido relatadas com indices de

recidiva em torno de 4% (MINHAS et al. 2005).
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Para lesdes que infiltram a base do pénis, quando nao ¢ possivel oferecer
margem de seguranca adequada e manter um coto peniano de pelo menos 2,0 cm,
que permita ao paciente mic¢do em posi¢do ortostatica, a amputacao total do pénis e
reimplante uretral no perineo se faz necessaria (HOPPMANN e FRALEY 1978;
GUIMARAES et al. 2011).

Lesoes de até 1,0 cm, estadio menor ou igual a Tl e de baixo grau,
teoricamente podem ser tratadas com ressecgdes economicas descritas por MOHS et
al. (1985). Esse método ¢ dificil de reproduzir e oneroso. Além disso, em nosso
meio, muitos pacientes se apresentam em fase localmente avangada da doenca ao
diagnéstico (LOPES et al. 1996a).

Para tumores estadio Tis ou T1, o tratamento com laser de CO2 é uma boa
opc¢do. Uma série de pacientes tratados dessa forma apresentou indices de recidiva de
17,5% em 10 anos, enquanto que a taxa de amputacdes de resgate foi de apenas 5,5
% no mesmo periodo (BANDIERAMONTE et al. 2008).

A braquiterapia para controle do tumor primario também tem sido utilizada
por alguns centros, idealmente em tumores menores que 4,0 cm e que penetrem em
menos de 1,0 cm na profundidade. Uma série de 67 pacientes tratados com esse
método apresentou uma taxa de sobrevida cancer especifica em 10 anos de 83,6%,
com uma taxa de preservacao do 6rgao de 67% no mesmo periodo. Como principais
complicacdes os autores relataram necrose de tecidos moles do pénis em 12% dos
pacientes e estenose de uretra em 9% (CROOK et al. 2009). Nesta mesma
publicagdo, os autores fazem um levantamento de grandes séries de radioterapia

externa para tratamento do tumor primario do pénis e relatam taxas de sobrevida
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cancer especifica de 58% a 88% em 5 anos e preserva¢do do 6rgdo em 50% a 66%

dos pacientes.

2.5 LINFADENECTOMIAS

O principal sitio de metastases sdo os linfonodos regionais. Essas metastases
linfonodais tendem a ulcerar a pele e infectar ou infiltrar o feixe vasculo-nervoso
subjacente. Se ndo tratados, evoluem para 6bito num periodo de 2 anos em
decorréncia de caquexia, sangramento ou sepse (DERRICK et al. 1973).

Os pacientes portadores de metastases linfonodais podem ser curados com as
linfadenectomias em cerca de 20% a 60% dos casos (HEYNS et al. 2010). A chance
de cura parece ser maior naqueles com até 3 linfonodos inguinais comprometidos,
sem rotura capsular e sem comprometimento de linfonodos iliacos (RAVI 1993). No
entanto, esse tratamento esta associado a um alto indice de complicagdes, que varia
de 30 a 90% (LOPES et al. 1996a ¢ b, ORNELLAS 2008 a ¢ b BEVAN-THOMAS
et al. 2002)

As maiores controvérsias surgem em relacdo aos critérios de selegdo,
extensdo do procedimento e ao melhor momento para a realizagdo das
linfadenectomias.

E bem conhecido o fato de que a infecgio do tumor primario pode levar a
linfadenomegalia nas regides inguinais. Por isso muitos servigos preconizam o
tratamento da lesdo primaria seguido de antibioticoterapia por periodo de 4 a 8
semanas antes da abordagem cirurgica dos linfonodos (LOPES et al. 1996a). Tal

conduta vem sendo questionada mais recentemente e alguns autores recomendam o
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uso de antibidticos apenas se houver infeccdo do tumor primario (HEYNS et al.
2010).

Entre os pacientes que continuam apresentando linfonodos clinicamente
palpaveis apds esse tratamento, cerca de 50% t€ém realmente metastases
comprovadas pelo estudo anatomopatologico. Por outro lado, cerca de 20% dos
pacientes com linfonodos ndo palpaveis apresentam metéstases linfonodais
histologicamente comprovadas (BEGGS e SPRATT 1964; CATALONA 1988).

Nesses pacientes com linfonodos clinicamente negativos, alguns autores
recomendaram conduta inicial expectante, com seguimento rigoroso ¢ realizagdo de
linfadenectomias apenas se surgirem linfonodos palpaveis ao longo do seguimento.
Isso se justificaria pela grande quantidade de pacientes submetidos
desnecessariamente a um procedimento de grande morbidade, além do que a
linfadenectomia de resgate ndo comprometeria a sobrevida (EKSTROM e EDSMYR
1958; BEGGS ¢ SPRATT 1964).

No entanto, alguns autores sugeriam a linfadenectomia sistematica em todos
0s pacientes apos o tratamento do tumor primario invasivo. Isso se justificaria pelo
alto indice de mortalidade nos pacientes tratados tardiamente (HOPPMANN e
FRALEY 1978; CATALONA 1988).

A recomendacdo atual ¢ a indicagdo da linfadenectomia profilatica segundo
fatores de risco. Na maioria das séries, sdo dispensados das linfadenectomias
profilaticas pacientes com estadio at¢ T1, com tumor bem diferenciado e sem
invasdo linfovascular (GUIMARAES et al. 2011: HAKENBERG et al. 2015). Para

os outros grupos a recomendagdo ¢ a linfadenectomia profilatica. Tal conduta se
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justifica pelo fato de que as linfadenectomias tardias estdo associadas a pior
sobrevida (ORNELLAS et al. 2008a; PROTZEL et al. 2009; HEYNS et al. 2010).

Uma vez indicado, o procedimento deve ser bilateral, pois cerca de 30%
desses pacientes portadores de tumor invasivo apresentam comprometimento
linfonodal bilateralmente (EKSTROM e EDSMYR 1958; LOPES et al. 1996a e b).

Na tentativa de diminuir a morbidade relacionada ao procedimento,
CATALONA (1988) propds modificacao na técnica da linfadenectomia, realizando
um procedimento mais econdmico, de forma a dissecar inicialmente apenas os
linfonodos superficiais do quadrante supero-medial, poupando a veia safena. Caso
esses linfonodos se mostrassem positivos, a linfadenectomia cléssica seria realizada.
Essa técnica se mostrou pouco confidvel como demonstrado por LOPES et al.
(1996D).

A linfadenectomia inguinal realizada por acesso videoendoscopico foi
proposto por TOBIAS-MACHADO et al. (2006). O objetivo ¢ reduzir as
complica¢des do procedimento, especialmente aquelas relacionadas a incisdo. O
procedimento se mostrou factivel e reprodutivel em outros centros (SOTELO et al.
2007). No entanto, estudos com maior tempo de seguimento ¢ maior casuistica sao
necessarios para comprovacao dos resultados oncologicos a longo prazo (HEYNS et
al. 2010; HAKENBERG et al. 2015).

Caso haja comprometimento dos linfonodos inguinais, haverd também
comprometimento de linfonodos pélvicos em cerca de 15 a 30% das vezes
(SRINIVAS et al. 1987; LOPES et al. 1996a). Cabe observar, no entanto, que a
ocorréncia de metastases para os linfonodos pélvicos sem antes haver

comprometimento tumoral dos linfonodos inguinais ¢ evento raro (ABI-AAD e
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DEKERNION 1992). A linfadenectomia iliaca parece oferecer maior beneficio
apenas para o pacientes portadores de até um linfonodo iliaco comprometido, sem
extensdo extra linfonodal. O procedimento pode ser realizado por acesso
videolaparoscopico, poupando os pacientes da morbidade da incisao (LOPES et al.
2000; HEYNS et al. 2010).

Pacientes nao submetidos inicialmente a linfadenectomia e que ndo
apresentem metastases linfonodais em um periodo igual ou superior a trés anos,
podem ser considerados NO. A ocorréncia de metastases linfonodais apds esse
periodo de seguimento ¢ evento bastante raro (SORIA et al. 1997; PIZZOCARO et
al. 2010).

Exames de imagem como a tomografia computadorizada ou a ressonancia
nuclear magnética podem ser Uteis na avaliagao da extensao da doenga linfonodal nas
cadeias iliadas (HEYNS et al. 2010)

Diante do exposto, fica evidente a dificuldade na sele¢cdo dos pacientes
candidatos as linfadenectomias. Isso pode ser feito através do estudo das
caracteristicas clinicas, anatomopatologicas e bioldgicas dos tumores primarios a fim

de estabelecermos fatores preditivos da ocorréncia de metastases linfonodais.

26 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS DE

METASTASES LINFONODAIS

Muitas varidveis clinicas e patoldgicas, e mais recentemente de biologia
molecular, vém sendo estudadas para predizer a evolugdo dos pacientes portadores

de carcinoma do pénis.
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Dentre todos os fatores prognosticos, o mais importante até o momento ¢ o
envolvimento metastatico dos linfonodos (LOPES et al. 1996a; ORNELLAS et al.
2008 a e b; LEIJTE et al. 2008). ORNELLAS et al. (2008a) relatam taxas de
sobrevida em 10 anos de 35% e 96% para pacientes com e sem metastases
linfonodais, respectivamente. Dados muito semelhantes foram relatados por LOPES
et al. (1996a).

A extensdo do envolvimento linfonodal também parece ser fator relevante na
sobrevida dos pacientes (SRINIVAS et al. 1987). Em uma série de 103 pacientes,
onde todos apresentavam compromentimento linfonodal, a sobrevida cancer
especifica em 10 anos foi de 71% contra 53,7% em pacientes com menos de 15% de
linfonodos comprometidos contra aqueles com mais de 15% (DA COSTA et al.
2015). Este ultimo trabalho sugere que ndo s6 o numero de linfonodos
comprometidos, mas a sua porcentagem em relacdo ao total daqueles ressecados, ¢
importante.

O estadio do tumor primario também se correlaciona com a sobrevida.
HORENBLAS et al. (1991) estudando 110 casos, verificaram que a sobrevida em 10
anos dos pacientes com estadio T1 foi de 94%, enquanto que para os pacientes com
estadio T3 foi de 64% (p=0,0036). De forma semelhante, o estadio do tumor
primario se correlaciona com o risco de metastases linfonodais (SOLSONA et al.
1992).

LOPES et al. (1996a), estudando fatores clinicos e anatomopatoldgicos de
145 pacientes portadores de cancer de pénis, constataram que a presenga de

emboliza¢do vascular é outro fator prognostico significativo relacionado ao tumor
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primario. Neste estudo, a espessura do tumor sé foi significativa como fator
prognoéstico na analise univariada.

O grau de diferenciagdo do tumor é considerado fator progndstico importante
em varios estudos. Em geral, quanto mais indiferenciado, maior o risco de metastases
e pior a sobrevida (LOPES et al. 1996a, ORNELLAS et al. 2008a). Um trabalho
recente analisando 163 pacientes com estadiamento clinico NO e ndo submetidos a
linfadenectomias mostrou que o grau foi o fator prognodstico mais importante.
Tumores de alto grau se correlacionaram com um risco de morte pela doenca cerca
de 14 vezes maior (AITA et al. 2016).

A invasdo linfovascular por células tumorais ¢ bem reconhecida como fator
de risco para metastases linfonodais e tem sido utilizado como parametro para
decisdo sobre a indicag¢do de linfadenectomias (LOPES et al. 1996a, NOVARA et al.
2007; ORNELLAS et al. 2008b). Tal parametro tem sido utilizado para diferenciar
os estadios pTla e pTlb no sistema de estadiamento atualmente utilizado TNM,
sétima edi¢cdo (EDGE et al. 2009)

A infiltracdo perineural foi descrita em grandes séries de casos como fator
preditivo de metastatizacdo linfonodal (CUBILLA et al. 2007; ORNELLAS et al.
2008a) e foi incorporada como fator de risco no consenso da Sociedade Européia de
Urologia (HAKENBERG et al. 2015).

Outra caracteristica que se associa a ocorréncia de metastases linfonodais ¢ a
espessura do tumor, também descrita como profundidade de invasdo. Tumores com
espessura maior que Smm, ou seja, que invadem mais profundamente os tecidos do
orgdo, tendem a gerar mais metastases linfonodais (LOPES et al. 1996a;

ORNELLAS et al. 2008a)



19

O tipo histologico também ¢ um fator progndstico importante. Um trabalho
que analisou fatores clinicos e patologicos em 333 pacientes portadores de cancer de
pénis classificou os tipos histoldgicos em relagdo ao risco de metastases linfonodais e
mortalidade. Em rela¢do ao risco de metastases linfonodais foram considerados de
baixo risco os tipos verrucoso, papilar e warty; risco intermediario o carcinoma
epidermdide usual e tipos mistos; alto risco as variantes sarcomatoide, basaldide e
adenoescamoso. No que se refere a mortalidade, foram considerados de baixo risco
os tipos verrucoso, misto, papilar, warty e adenoescamoso; risco intermediario o
carcinoma epidermoéide usual e basaldide; alto risco apenas o sarcomatdide
(GUIMARAES et al. 2009)

Um outro dado anatomopatologico € o tipo do fronte de invasdo do tumor.
GUIMARAES et. al (2006) descreveram dois tipos de padriio de infiltragio. No
descrito como infiltrativo, blocos tumorais solidos infiltram amplamente o estroma
do orgdo. No padrdo “pushing”, o tumor mantém uma interface bem delimitada com
o tecido s3o adjacente. O primeiro tipo, “infiltrating" ou infiltrativo, se correlaciona
com chance significativamente maior de mestéstases linfonodais, sendo 64,5 % neste
tipo contra 23,5% nos tumores "pushing”. (GUIMARAES et. al 2006). Essa
caracteristica anatomopatoldgica se mostrou o fator prognostico mais importante em
pacientes com estadio patolégico NO, sendo que tumores primarios com a
caracteristica “infiltrating” estavam associados a um risco de morte pela doenga 11,5
vezes maior que aqueles do tipo “pushing” (AITA et. al. 2015).

Os fatores relacionados a biologia molecular do carcinoma de pénis também

tem sido estudados. A presenca do DNA do HPV no carcinoma primario do pénis
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ndo se correlaciona com o risco de metastases linfonodais, nem com a sobrevida
(BEZERRA et al. 2001).

A expressdo imunoistoquimica do gene p53 foi analisada por LOPES et al.
(2002) em 82 pacientes portadores de carcinoma epidermodide de pénis. A
positividade imunoistoquimica do p53 se associou ao maior risco de metastases para
linfonodos regionais, tanto na analise uni como na multivariada. A associa¢do com
maior risco de 6bito s6 foi constatado na analise univariada. Constatagdo semelhante
foi feita por GIL et al. (2002).

A expressdo imunoistoquimica da caderina-E e metaloproteases 2 (MMP2) e
metaloprotease 9 (MMP9) foi estudada no tumor primario de 125 pacientes
portadores de cancer de pénis. A diminui¢do da expressdo da caderina E se
correlacionou com maior risco de metastases linfonodais na analise univariada e o
aumento da expressdo da MMP9 foi um fator independente de risco para recidiva

(CAMPOS et al. 2006).

2.7 NUCLEOFOSMINA

A nucleofosmina, também denominada B23 (YUNG et al. 1985), numatrina
(FEUERSTEIN e MOND 1987) ou NO38 (SCHMIDT-ZACHMANN et al. 1987) foi
inicialmente descrita como uma fosfoproteina nucleolar ndo ribossdmica encontrada
em grande quantidade na regido granular do nucléolo (MAMRACK et. al 1979).
Pertence a familia das nucleoplasminas e ¢ capaz de atuar como chaperona tanto para

proteinas como para acidos nucleicos. (OKUWAKI et al. 2001)
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A nucleofosmina participa de varios processos celulares tais como biogénese
do ribossomo, resposta a estimulos que causam estresse celular como radiacdo
ultravioleta ou hipoxia, manutencdo da estabilidade gendémica ¢ do controle da
ploidia celular, assim como processos de reparo do DNA. Participa ainda da
regulacdo da transcricdo do DNA através da modulacao de processos de condensagdo
da cromatina e ainda esta envolvida na regulacao da atividade de genes supressores
de tumores fundamentais como p53 ¢ ARF. Boa parte das suas fungdes ainda ndo sdo
bem compreendidas. Algumas sdo aparentemente antagdnicas. O gene que
condiciona a molécula tem fungdes tanto de oncogene como de supressor de
tumor.(GRISENDI et al. 2006; LIM e WANG 2006; OKUW AKI 2008).

A nucleofosmina ¢é essencial para o desenvolvimento embrionario e para a
estabilidade genomica. O estudo de camundongos mutantes incapazes de produzir
nucleofosmina mostrou que os embrides morriam entre os dias E11.5 e E16.5 da
embriogénese devido a anemia severa secundaria a defeitos na hematopoiese
primitiva. Apresentavam ainda hipodesenvolvimento do proencéfalo. As células
embriondrias apresentavam anormalidades centrossdmicas, aneuploidias e defeitos
na biogénese do ribossomo, o que resultava em morte celular (GRISENDI et al.

2005).

2.7.1 Estrutura molecular

A estrutura da nucleofosmina ¢ altamente conservada em vertebrados e
amplamente distribuida nas diversas espécies, com peso molecular que varia de 35 a
40 kDa (LIM e WANG 2006). Em humanos e em ratos a nucleofosmina existe em

duas isoformas geradas a partir de um unico gene através de “splicing alternativo”.
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Esse gene contém 12 exons e estd localizado no brago curto do cromossomo 5
(5935). Essas duas isoformas da nucleofosmina sdo chamadas de NPM1 e NPM1.2
ou ainda B23.1 e B23.2 e diferem nas suas por¢des C’ terminais em 35 aminoacidos.
A NPM1.2 tem 259 aminoacidos e a NPM1 tem 294 (CHANG ¢ OLSON 1990). A
NPMI1 ¢ predominantemente nucleolar e a NPM1.2 ¢ encontrada em menor
quantidade nas células e se distribui de maneira semelhantes entre o nucleo e o
citoplasma. Tal fato sugere que a porcdo C terminal que as diferencia tem
importancia na distribui¢do celular da proteina (WANG et al. 1993; OKUWKI et al.
2002).

A anélise mais detalhada da estrutura molecular da nucleofosmina permite
identificar sequéncias especificas responsaveis pela sua localizagdo no interior da
célula. Sao elas: “Nuclear export signal” (NES), regido sinalizadora de envio da
molécula para fora do ntcleo, “Nuclear localization signal”, regido sinalizadora de
manutencdo da molécula no interior do nticleo e “Nucleolus localization signal”,
regido responsavel pela localizacdo nucleolar da nucleofosmina. O processo de
transporte da molécula entre o nucleo e o citoplasma parece ser direcionado por essas

regides da molécula (WANG et al. 2005) (Figura)

2.7.2 ModificacBes pos translacionais

Viérios trabalhos sugerem que a molécula da nucleofosmina existe na forma
de mondmero ou oligdmero. Este ultimo é na verdade um hexadmero e uma forma
pode ser convertida na outra. (SCHMIDT-ZACHMAN et al. 1987; YUNG ¢ CHAN
1987). Esse processo de oligomerizagdo parece ser importante para a sua capacidade

de se ligar ao DNA. Quando grande quantidade de monOmeros estdo presentes, a
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nucleofosmina se liga com grande afinidade ao DNA, enquanto em condigdes em
que o hexamero predomina, a sua capacidade de se ligar ao DNA fica praticamente
abolida (HERRERA et al. 1996).

A nucleofosmina possui varios sitios de fosforilagdo, principalmente na
porg¢do central da sua molécula. Ela ¢ fosforilada por diferentes quinases como CKII
(casein kinase II), N-II quinase ( Nuclear Kinase II), Plk (polo like kinase) e CDC2
(cdc2 type kinase) (JONES et al. 1981; CHAN et al. 1990; FEUERSTEIN e
RANDAZZO 1991; PETER et al. 1990).

A nucleofosmina também sofre fosforilacdo pelo complexo CDK2/ciclina E
(ciclina dependente de quinase 2/ciclina E) no aminoacido treonina 199. As
moléculas de nucleofosmina encontram-se ligadas ao centrossomo, mas apds sofrer
fosforilagdo nesse sitio, ao final da fase G1 da mitose, dissociam-se do centrossomo,
0 que possibilita o inicio do processo de duplicacdo deste Gltimo. Apos esse processo
de duplicagdo, a nucleofosmina sofre novamente fosforilagdo, desta vez pelo
complexo CDKl/ciclina B (ciclina dependente de quinase 1/ciclina B), nos seus
aminodcidos treonina 234 e 237 e novamente se associa ao centrossomo, impedindo
que ocorra nova duplicagdo. Essa ¢ uma das maneiras pela qual a nucleofosmina atua
na manutencdo da estabilidade genomica. A expressdo de moléculas mutantes de
nucleofosmina que ndo podem ser fosforiladas, impedem a duplicagdo do
centrossomo, ja que a ligacdo entre nucleofosmina e centrossomo nio se desfaz
(OKUDA et al. 2000; LIM e WANG 2006).

Outro trabalho mostrou que a fosforilagdo da nucleofosmina em residuos de
serina 4 pela enzima Plk1, também pode interferir na duplicagdo do centrossomo. A

interferéncia da fosforilagdo nesta regido da molécula utilizando células HelLa
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portadoras de mutagdes responsaveis por alteracdes nestes sitios de fosforilagao
ocasiona aberragdes na duplicagdo e segregacdo do centrossomo e portanto, na

citocinese (ZHANG et al. 2004).

2.7.3 Interacdes com outras moléculas

A nucleofosmina tem interagdes também com pl4ARF (alternate reading
frame), proteina envolvida na regulacao da progressdo do ciclo celular na fase GI.
Essa proteina pl4ARF age sequestrando a enzima MDM?2 para o nucléolo (WEBER
et al. 1999). MDM2, por sua vez, age degradando a proteina p53, inibindo a sua
acdo. Ao inibir MDM2, p14AREF estabiliza a fungdo de p53, que ativa vias de parada
do ciclo celular e apoptose (KAMIJO et al. 1997). A nucleofosmina se associa e
estabiliza ARF em complexos moleculares de alto peso molecular no interior do
nucléolo, retardando a degradacdo de ARF (KUO et al. 2004). Esses achados
sugerem que a perda da fungdo da nucleofosmina pode acelerar o processo de
formagao tumoral, por causa da inativagdo de ARF, que por sua vez é capaz de inibir
a progressao do ciclo celular tanto por vias dependentes quanto independentes de p53
(SHERR 2001). Isso mostra que a nucleofosmina participa da resposta ao estresse
celular mediada por pl4ARF, o que confere a nucleofosmina o papel de gene

supressor de tumor (GRISENDI et al. 20006).

2.7.4 Nucleofosmina e progndstico em cancer
O aumento da expressao do RNAm da nucleofosmina se associa a maior risco
de recidiva e progressdo da doenca em cancer de bexiga (TSUI et al. 2004). Esse

mesmo autor analisou posteriormente a expressdo imunoistoquimica da
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nucleofosmina também em carcinoma urotelial de bexiga e mostrou que o aumento
da expressdo dessa proteina se associava positivamente com o grau histolégico,
estadio do tumor e com o risco de recidiva (TSUI et al. 2008).

O aumento da expressdo do RNA-m da nucleofosmina também foi detectado
em cancer de estdmago (TANAKA et al. 1992). Nesse trabalho os autores nao
analisaram correlagdo com prognostico. Um outro estudo analisou a expressao
proteica da nucleofosmina através de Western-blot e imunoistoquimica como
também a expressdo do RNA através de RT-PCR em céancer gastrico. A diminuigdo
da expressdo da nucleofosmina se correlacionou com maior risco de metastases a
distancia e com tipos histologicos mais agressivos (LEAL et al. 2014).

O aumento da expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina avaliado por
“tissue microarray” em 73 pacientes portadoras de cancer de ovario se correlacionou
com menor sobrevida (LONDERO et al. 2014).

Como citamos anteriormente, a expressdo da nucleofosmina, do Ki-67 e do
p53 foram analisadas em pacientes portadores de carcinoma escamoso da cavidade
oral. Nessa casuistica, o aumento da expressdo da nucleofosmina mostrou associacao
com maior risco de recidiva local e pior sobrevida. A analise multivariada mostrou a
nucleofosmina como um fator prognéstico independente neste tipo de tumor
(COUTINHO-CAMILLO et al. 2010).

As translocacdes envolvendo o cromossomo 5 s30 muito comuns em tumores
hematologicos e podem gerar proteinas anormais como ALK-NPM em linfomas nao-
Hodgkin (MORRIS et al. 1994). Podem ocorrer também translocagdes t(5,17) em

leucemia promielocitica aguda (REDNER et al. 1996) e translocacdes (t3,5) em
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sindromes mielodisplésicas e leucemias mieldides agudas (YONEDA-KATO et al.
1996).

Nao encontramos até o momento, nenhum estudo avaliando a expressdo da
nucleofosmina em cancer de pénis. Este projeto contribui a preencher essa lacuna do

conhecimento e tem carater inédito.

28  p53

O p53 ¢ uma fosfoproteina nuclear de 53 Kda, com 375 aminodcidos,
codificada por um gene mapeado no brago curto do cromossomo 17 (17p13) (LAMB
e CRAWFORD 1986) (Figura 1). A proteina p53 foi originalmente descrita em
extratos de células transformadas, complexada com proteinas do virus SV40 (LANE
e CRAWFORD 1979), e foi considerada um antigeno tumoral. Durante a década de
1980 foram isolados varios clones de DNA codificantes da proteina p53 que eram
capazes de transformar células quando combinados com o oncogene Ras (ELIYAHU
et al. 1984; ELIYAHU et al. 1985; PARADA et al. 1984). Diante desses achados, o

p53 foi considerado um oncogene (LANE e LEVINE 2010).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do gene p53. Acima observamos os exons EI1-E11 e

os introns I1-110. Abaixo, na figura, vemos os dominios evolutivamente conservados I-V.

No final da década de 1980, ficou claro que essas sequéncias de DNA
capazes de transformar células em cultura continham mutagdes e que o DNA
selvagem era capaz de evitar a transformagdo causada pelos oncogenes em células
em cultura (FINLAY et al. 1989). Além disso, mutacdes em ambos os alelos do p53
foram identificados em tumores de camundongos (WOLF ¢ ROTTER 1984), em
linhagens de células humanas em culturas (WOLF e ROTTER 1985) e no DNA de
células tumorais de carcinomas colorretais em humanos (BAKER et al. 1989). Essas
observagdes em conjunto levaram a classificagdo do p53 selvagem como gene
supressor de tumor (LANE e LEVINE 2010). Isso pode ser confirmado por quatro

observagdes: (1) humanos que herdam um alelo mutante do gene manifestam a
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sindrome de Li-Fraumeni e desenvolvem canceres ao longo de sua vida com 100%
de pentrancia, alguns deles manifestam varios tumores independentes (MALKIN et
al. 1990). (2) Camundongos que apresentam muta¢des com perda de fungdo do gene
p53 (knockout) desenvolvem tumores ainda muito jovens (DONEHOWER et al.
1992). (3) Até cerca de 50% de todos os canceres humanos apresentam mutacdes do
gene p 53 (KANDOTH et al. 2013). (4) A proteina p53 encontra-se expressa em
niveis anormalmente elevados em varios tipos de tumores (BARTEK et al. 1991).

O gene p53 ¢, portanto, considerado supressor de tumor. A sua atividade
supressora depende de sua participacdo como fator de controle da transcricdo de
genes relacionados a proliferagao celular, reparo a danos no DNA e apoptose. O seu
efeito final ¢é evitar a replicagdo de células mutantes (LANE 1992).

Como citado anteriormente, a mutagdo germinativa no gene p53 leva a
sindrome de Li-Fraumeni, na qual os individuos afetados tem predisposicao a varios
tipos de tumores, que se manifestam em idade precoce. E freqiiente no fendtipo dos
individuos afetados o desenvolvimento de sarcomas de partes moles antes dos 45
anos de idade, assim como carcinomas de mama antes da menopausa, tumores do
cortex da adrenal, leucemias e varios tipos de tumores cerebrais. Essa sindrome foi
descrita inicialmente em 1969 e a correlagdo com p53 descrita em 1990 (MALKIN
2011).

A proteina p53 se liga a varias sequéncias especificas de DNA em genes que
contenham elementos responsivos a essa proteina (FUNK et al. 1992) e promove o
aumento da transcri¢do desses genes (FARMER et al. 1992). Sdo muitos os genes
cuja transcri¢do ¢ controlada por pS3 e o conhecimento a esse respeito aumenta a

cada dia.
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A ativagdo do p53 pode levar a parada do ciclo celular através através do
aumento da transcricdo de p21 e de GADD45 (HUNTER et al. 1994). Da mesma
forma, p53 ativado pode induzir células ao processo de apoptose através da inducao
das proteinas bax, puma, noxa e apaf-1 (SHAW et al. 1992). Todos esses processos
podem levar a supressao de tumores (Figura)

Mais recentemente, a capacidade do p53 em regular o metabolismo celular da
glicose e glutamina vem sendo estudados, mas ainda nao foram bem compreendidos.
Um dos eventos que acontece no processo de transformacdo celular e que também
sofre controle do p53, € o aumento do consumo de glicose com produgdo de lactato,
mesmo na presenga de concentragdes normais de oxigénio, também conhecido como
efeito de Warburg (JIANG et al. 2013).

O primeiro estresse celular que foi demonstrado como modulador da
atividade de p53 foi o dano ao DNA (MALTZMAN and CZYZYK 1984). Apos a
quebra da fita do DNA, ocorre ativacdo do p53 pela ATM proteina quinase. Essa
ativacao de p53 leva a transcricdo de genes que desencadeiam a parada do ciclo
celular, apoptose ou senescéncia (KASTAN et al. 1991). Dessa forma foi
estabelecida uma via de ativagdo do p53 através de proteinas responsivas ao dano
celular como ATM e CHK, que por sua vez culminava com a ativagdo de varios
outros genes que previnem a instabilidade gendmica e a tumorigénese, o que levou o
p53 a ser denominado “Guardido do genoma” (LANE 1992).

Outros tipos de estresse celular levam a ativacdo do p53, como hipdxia,
deplecdo de nutrientes, problemas na biogénese de ribossomos ou mitocondrias,
erros na génese do fuso celular, choques térmicos, erros no arranjo tridimensional de

proteinas ou ativagdo de oncogenes (MEEK et al. 2009).
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A concentragdo intracelular de p53 ¢ controlada por uma retroalimentagao
negativa exercida pela proteina regulatoria MDM2, que ¢ o maior regulador dos
niveis e da atividade do p53 (MOMAND et al. 1992). MDM2 age bloqueando o
dominio de transativacdo do p53 (Lin et al. 1994) e também agindo como uma ligase
da ubiquitina, o que promove a degradacdo de p53 através da ubiquitinacdo
(KUBBUTAT et al. 1997). A ativagdo ou mutagdo de varios oncogenes resulta na
transcricdo de ARF, que se liga a MDM2 e o inibe, o que, por sua vez leva a
aumentos dos niveis e atividades do p53. A interferéncia na biogénese do ribossomo
leva a producdo de varias proteinas ribossomais em excesso que se ligam diretamente
a MDM2, levando a sua inibi¢do (PERRY 2010).

Essa complexidade de fungdes e interagdes do p53 selvagem e dos seus varios
mutantes vem sendo extensamente estudada, tentando explorar possibilidades
terapéuticas da interferéncia na expressdo do p53 e das diversas proteinas que
modulam a sua expressdo. Isso pode ser possivel através da transfecgdo de
adenovirus recombinantes que restabelecem a expressao de p53 selvagem em células
tumorais ou através por exemplo da inibigdo de MDM2 com varias drogas
(VAZQUEZ et al. 2008).

Outro aspecto que vem sendo descrito ¢ o controle exercido por p53 nos
processos de reprogramagdo de células somaticas em células pluripotenciais, o que
suscitou o surgimento da denominagao “Guardido da reprogramacdo” (MENENDEZ

et al. 2010; ALONI-GRINSTEIN et al. 2014).
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Figura 2 - Fatores que causam stress celular ¢ proteinas efetoras que levam a

ativacao de p53.
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Figura 3 - Respostas ao stress celular moduladas por p53.
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A proteina codificada pelo p53 existe em tetrameros, isto €, quatro copias
idénticas se juntam para constituir a forma ativa. Quando a célula tem um alelo
normal de p53 e outro mutado, a fungdo dessa proteina pode ficar prejudicada porque
a maioria dos tetrameros tera pelo menos uma subunidade comprometida. As
mutagdes no p53 ocorrem geralmente nos exons 5 a 8, entre os codons 130 e 290, em
regides denominadas hot spots, como mostra a Figura, sendo provavel que a sua

grande maioria (> 98%) represente mutacdes somaticas (LEVINE et al. 1991).
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Figura 3 - Localizagdo dos codons que apresentam maior frequéncia de mutagao

(hot spot) do gene p53. As linhas verticais representam as frequéncias das mutagdes de cada sitio.

As técnicas de imunoistoquimica podem ser utilizadas para a detec¢do do p53
¢ baseiam-se no fato de que mutagdes missense resultam em um aumento de 4 a 20

vezes da meia vida da proteina e acimulo da mesma no nticleo (ESRIG et al. 1993).
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Por outro lado, a auséncia de imunorreatividade nuclear ndo afasta totalmente a
presenga de mutagdes no pS53, pois mutagdes nonsense ou frameshift produzem
proteinas truncadas que podem ser negativas pelo método. Além disso, os anticorpos
usados ndo distinguem entre as formas selvagem e mutadas de p53 (FINLAY et al.
1988). A concordancia entre a expressao imunoistoquimica do p53 e a presenca de
mutagdes missense ¢ alta. Em um estudo analisando tumores de mama, a
imunoistoquimica mostrou sensibilidade de 72% e especificidade de 92% quando
comparada ao sequenciamento do cDNA na deteccdo de mutagdes do p53
(NORBERG et al. 1998).

Como exposto anteriormente, o p53 encontra-se mutado em um grande
numero de neoplasias. Um levantamento recente investigou amostras de 3281
tumores de 12 tipos diferentes ¢ detectou mutacdo do p53 em 42% dos casos. Em
carcinomas de ovario esse indice chegou a 95% e em carcinoma de endométrio a
89%. A mutacdo do p53 foi considerado um evento chave em tumores de mama,
cabega e pescoco e ovario. Em muitos tipos de tumor houve correlagdo entre
mutagdo do p53 e piores indicadores, como estadio e sobrevida (KANDOTH et al.
2013).

A expressao imunoistoquimica do p53 tem sido avaliada nos mais diversos
tipos de tumores e mostrou correlagdo com prognéstico. Em cancer de mama existem
resultados conflitantes, ora mostrando que o aumento da expressdo da proteina leva a
um pior prognostico (LEVESQUE et al. 1998), ora mostrando correlacio com
melhor prognostico (GOHRING et al. 1995).

Um trabalho recente analisou a imunoexpressao de p53, ki67 e PECAM-1 em

82 casos de carcinoma urotelial de pelve renal e encontrou correlagdo entre o
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aumento da expressdo de p53 com pior prognostico, mas nenhuma associacdo com a
expressio das outras proteinas (GARCIA-TELLO et al. 2014).

Em carcinomas esofagicos, a importancia da expressdo imunoistoquimica do
p53 permanece incerta. Um estudo em que a imunoexpressdo do p53 foi analisado
em 266 casos de carcinomas epidermoéides de esofago ndo mostrou correlagdo com o
prognéstico (MURATA et al. 2013). Achados semelhantes foram relatados por
outros autores (INADA et al. 1999; HASHIMOTO et al. 1999). No entanto, outro
autor reportou sobrevida de 5 anos de 51% e 35,7% em pacientes com p53 negativo e
p53 positivo, respectivamente (p<0,05) (KOBAYASHI et al. 1999).

Em um trabalho desenvolvido nesta institui¢ao, a imunoexpressao do p53 foi
estudada no tumor primairo de 82 pacientes portadores de carcinoma epidermoide do
pénis. O acumulo nuclear do p53 foi identificado em 41,5% das amostras. O aumento
da expressao dessa proteina se correlacionou de forma independente com maior risco
de metastases linfonodais nessa populagao (LOPES et al. 2002).

(GIL et al. 2002) estudou a expressao do p53 em 55 pacientes portadores de
carcinoma epidermoide de pénis e encontrou correlagdo entre aumento da expressao
do p53 e pior progndstico, além de maior estadio clinico e patologico.

Uma revisdo sistematica da literatura mostrou que a expressao do p53 em
carcinoma epidermoide de pénis varia de 40% a 89% e ndo existe correlagdo
definitiva com o grau ou estadio da doenca. Os estudos que analisaram correlagdo da
imunoexpressdo do p53 com risco de metastases linfonodais mostraram correlagao
entre aumento da expressdo do pS3 e maior risco de metastases linfonodais, além de

pior sobrevida em 5 ¢ 10 anos (MUNEER et al. 2009).
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Como citado anteriormente, a atividade do gene Tp53 sofre regulacao pela
nucleofosmina (GRISENDI et al. 2006; YUNG 2007). Esta interagdo ainda nao foi

estudada em carcinoma epidermdide de pénis.

29 Ki67

A proteina pKi67 foi inicialmente identificada em 1983 através de um de
anticorpo monoclonal gerado pela imuniza¢do de camundongos com nucleos de
células de linfoma de Hodgkin da linhagem L428. O nome foi derivado da cidade
alema de Kiel e do numero 67, que correspondia a identificagdo do anticorpo no “96-
Well plate”. O antigeno ndo foi inicialmente caracterizado e foi denominado
antigeno Ki67. Podia ser identificado no nucleo de células em fase de proliferacao,
assim como nos centros germinativos de foliculos corticais, timocitos corticais e
espermatogonias indiferenciadas, mas ndo em cé¢lulas ndo proliferativas, como
linfocitos, mondcitos, células renais e células espermaticas maduras (GERDES et al.
1983).

Um trabalho subsequente analisou mais detalhadamente a expressdo do
antigeno Ki67 de acordo com as fases do ciclo celular e revelou que o anticorpo
reagia com uma estrutura nuclear presente exclusivamente em células nas fases G1,
S, G2 e na mitose, mas ndo em células em GO, tanto em células normais como
tumorais (GERDES et al. 1984).

A expressdo de Ki67 esta fortemente relacionada as fases de proliferacao

celular, provavelmente mais do que qualquer outra proteina. Essa ¢ uma
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caracteristica fundamental, apesar de suas fungdes no processo de proliferagao nao
serem claras (SCHOLZEN et al. 2000).

No entanto, essa relacdo entre a expressdo da proteina Ki67 ¢ a fase de
proliferacdo celular parece ndo ser tdo absoluta assim. Sabemos que a pKi67 pode
continuar hiperexpressa em células cujo ciclo celular foi bloqueado apds sofrerem
dano ao DNA, com consequente aumento da transcricdo de p53 selvagem e p2l.
Alguns autores advertem para o uso da expressdo de Ki67 quando p53 selvagem e
p21 estiverem hiperexpressos (VAN OIJEN et al. 1998).

Nesse contexto, a expressao da proteina Ki67 parece expressar a capacidade
da célula se dividir, desde que o bloqueio do ciclo celular seja removido. Além disso,
temos que considerar que a expressao da proteina Ki67 representa apenas o estado da
célula naquele momento, ou seja, se esta proliferando ou ndo, mas nao diz respeito
obrigatoriamente a velocidade em que esse processo de proliferagdo acontece
(SCHOLZEN et al. 2000).

De qualquer modo, mesmo antes de ser completamente caracterizado, o
antigeno Ki67 foi utilizado para o diagndstico e correlacionado com o prognoéstico
em vdarias neoplasias humanas, tais como melanoma, carcinomas de mama e
linfomas (GERDES 1990).

Um dos problemas enfrentados inicialmente para a pesquisa da expressdo da
proteina Ki67 foi o fato de que o anticorpo original s6 funcionava adequadamente
em tecido fresco ou congelado, mas ndo podia ser utilizado em tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina. Esse problema foi contornado com a produgio de

um anticorpo equivalente, o MIB-1, que funcionava adequadamente em tecido
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parafinado. Isso permitiu que seu uso se difundisse com a padronizacao de técnicas
de imunoistoquimica convencionais (CATTORETTI et al. 1992).

A estrutura completa da proteina foi descrita em 1993 apds a clonagem e
sequenciamento do cDNA. Duas isoformas da proteina foram originalmente
descritas. Elas tem peso molecular calculado em 320 kD e 359 kD, geradas através
de “splicing” alternativo de RNAm, transcrito a partir de um unico gene. A proteina
possui uma grande por¢ao central, com 16 elementos repetitivos, condicionados por
um tUnico exon de 6845 pares de bases (SCHLUTER et al. 1993). Posteriormente, o
locus génico completo da proteina Ki67 com 30000 pares de bases foi sequenciado e
localizado no cromossomo 1025 (DUCHROW et al. 1996).

A meia vida da proteina é de aproximadamente 60 a 90 minutos, o que
explica a rapida diminuicdo da sua expressao apos a divisdo celular e inicio de um
estado ndo proliferativo (HEIDEBRECHT et al. 1996).

Embora a estrutura molecular da proteina e o gene que a codifica tenham sido
descritos hd muito tempo, a sua fun¢do continua pouco compreendida. Uma das
dificuldades para essa elucidacdo é que ndo conhecemos outras proteinas homologas
(SCHOLZEN et al. 2000).

Essa proteina sofre fosforilagdo e desfosforilagdo durante a mitose e sofre
acdo de proteases que regulam a sua expressao. A pKi67 se localiza no nucléolo, mas
também ¢ encontrada ao redor dos cromossomos durante a mitose. A meia-vida da
proteina ¢ de aproximadamente 60 a 90 minutos e ¢ regulada provavelmente pelo
sistema de sintese e degrada¢do do proteassomo. Apesar da fung¢do dessa proteina

nao ser bem compreeendida, sabemos que ela é fundamental para a proliferagao, uma
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vez que a remog¢ao da pKi67 com nucleotideos “antisense” impedem a proliferacdao
celular (BROWN e GATTER 2002).

O valor da expressdo do pKi67 vem sendo estudado em muitos tumores.
Alguns trabalhos apontam seu valor progndstico em varios tipos de tumores, como
carcinomas de mama, pulmdo, prdstata, meningiomas. Outros ndo mostram tal
correlagdo. (BROWN e GATTER 2002).

Em carcinomas esofagicos, uma revisdo sistematica ¢ metanalise recente da
literatura ndo encontrou valor progndstico na expressao do ki-67 (CHEN et al. 2013).

Nos pacientes portadores de metastases hepaticas de carcinoma colorretal, a
expressao do Ki-67 foi apontada como um fator preditivo importante do prognéstico
e pode ajudar na tomada de decisdo sobre a ressec¢do dessas metastates
(SPOLVERATO et al. 2013).

Em carcinomas superficiais de bexiga, a maior expressdo da proteina Ki-67 ¢
do p53 se associou a menor sobrevida livre de doenca. (PICH et al. 2002)

Um estudo desenvolvido no nosso meio analisou a expressao do pKi67
pesquisado por “tissue microarray” (TMA) em tumores da cavidade oral. Os autores
encontraram associagdo do aumento da expressdo do pKi67 com presenga de
metastases linfonodais, estadios mais avancados da doenga e pior prognostico
(COUTINHO-CAMILLO et al. 2010).

Em céncer de pénis, a expressao da pKi67 vem sendo estudada e a correlagdo
com prognostico tem sido contraditoria. FARIA et al. (2000) avaliou a expressdao do
pKi67 por imunoistoquimica em 26 pacientes e ndo encontrou correlacdo com

metastases linfonodais nem com prognostico (FARIA et al. 2000).
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Um trabalho realizado nesta instituicao encontrou associa¢ao entre o aumento
da expressdo imunistoquimica do pKi67 e uma menor chance de metastases
linfonodais. A possivel explicagdo para isso foi o padrio de crescimento exofitico
encontrado na maioria dos tumores de pénis, ao invés do crescimento vertical,
invasivo. Esses tumores de crescimento exofitico proliferam muito, mas tem pouca
tendéncia a invadir os tecidos profundos e metastatizar, € o pKi67 estava expresso

em grandes quantidades nesses tumores (GUIMARAES et al. 2007).
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3 OBJETIVOS

Estudar nesse grupo de pacientes portadores de carcinoma epidermoéide do
pénis os seguintes aspectos:

Avaliar o impacto da expressao imunoistoquimica da nucleofosmina, do p53
e do Ki67 na sobrevida global e livre de doenga.

Avaliar a associacdo entre a expressao imunoistoquimica da nucleofosmina,
do p53 e do Ki67 no risco de metastases linfonodais.

Avaliar a associagdo da expressdao imunoistoquimica da nucleofosmina, do
p53 e do Ki67 com fatores clinicos, epidemioldgicos e anatomopatoldgicos ja

conhecidos.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Critérios de Incluséo

Pacientes portadores de carcinoma epiderméide do pénis, submetidos a
tratamento cirurgico do tumor primario e a linfadenectomia regional bilateral em
qualquer momento do seu seguimento.

Pacientes submetidos a tratamento do tumor primario e nao submetidos a
linfadenectomia, mas que tenham seguimento adequado por pelo menos 3 anos.

Pacientes que tenham material arquivado suficiente para novos cortes

histologicos.

4.1.2 Critérios de exclusdo

Pacientes ndo submetidos a linfadenectomias e com menos 3 anos de
seguimento adequado para se assegurar a ndo existéncia de metéstases linfonodais.

Pacientes que ndo tenham material disponivel em parafina para a realizagdo
adequada de novos cortes para coloragdo imunoistoquimica e/ou confirmacao
diagnostica.

Pacientes sem informacgdes adequadas no prontudrio.

Pacientes submetidos a radioterapia prévia ou tratamento adjuvante.
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42 METODOS

4.2.1 Dados Clinicos e Anatomopatologicos

Os dados clinicos e epidemiologicos foram obtidos dos prontuarios médicos
do Servico de Arquivo Médico e Estatistica-SAME do Centro de Tratamento e
Pesquisa - A.C.Camargo Cancer Center, Fundagdo Antonio Prudente de Sao Paulo.
Esse ¢ um estudo retrospectivo de uma amostra obtida por conveniéncia.

O periodo de recrutamento foi de 1954 a 2016. Foram selecionados
inicialmente 206 casos e apds aplicados os critérios de exclusdo, restaram 112. Ao
longo do estudo, muitos dos pacientes inicialmente selecionados foram excluidos por
esgotamento do material arquivado em blocos de parafina, o que impediu a
realizacdo de novos cortes histoldgicos. Em boa parte dos casos isso decorreu do uso
do material para muitos outros estudos realizados na instituicao.

O material arquivado em parafina no Departamento de Anatomia Patoldgica
foi revisado pelo Dr. Fernando Augusto Soares. Todos os casos foram reclassificados
e reestadiados pelo sistema TNM, sétima edi¢cao 2009.

A classificagdo histologica foi realizada considerando os seguintes subtipos:
carcinoma epidermdide (CEC) usual, basaldéide, warty, verrucoso, papilar,
sarcomatoide, carcinomas mistos, adenoescamoso, psudo-hiperpldsico, carcinoma
cuniculatum, pseudoglandular, warty-basaldide, condiloma gigante (giant) e
anaplasico (EPSTEIN et al. 2011; CHAUX et al. 2012).

As variaveis consideradas foram: idade, estado civil, raga, antecedentes
venéreos; postectomia prévia; tempo de evolugdo da doenga; estadiamento pelo

TNM AJCC 7 edigdo (Tabela 1), grau de diferenciacdo tumoral; invasdo vascular
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microscopica (IVM); invasao perineural (IVP); padrao de microscopico de bordas

(13

tumorais ou fronte de invasdo — “pushing” ou infiltrating”, descrito por
ANNEROTH et al. (1987) e BRYNE et al. (1989); espessura tumoral; invasdo de
corpo cavernoso ¢ invasao de uretra. Adicionalmente, foram avaliados o tempo de
seguimento; a evolugdo pds-operatoria; surgimento de recidiva e seu tratamento;
situacdo clinica ao final do estudo.

A partir do material existente nos blocos de parafina foram realizados novos
cortes para analise de areas representativas dos tumores primarios e para a coloragao
imunoistoquimica da nucleofosmina, p53 e Ki67. A expressao desses marcadores foi
associada com a sobrevida, com o risco de metastases linfonodais e com fatores
clinicos e patologicos citados acima.

Essa pesquisa ndo representou risco para os pacientes do estudo, pois todos ja
foram tratados e nenhuma mudanca na terapéutica foi adotada. O projeto foi

submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em 15/10/2010 e esti matriculado

sob o nimero 1478/10. Recebeu aprovagao do referido Comité em outubro de 2011.

4.2.2 Técnica de Imunoistoquimica
Apods pesquisa no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica,
identificamos os blocos de parafina referentes a peca cirurgica do tumor primario.
Foi realizada reacdo de imunoistoquimica automatizada para os anticorpos no
equipamento Benchmark ULTRA (VENTANA). Utilizamos o protocolo sugerido
pelo fabricante (VENTANA), que consistiu das seguintes etapas: 1- desparafinizagdo
em solug¢do de EZ Prep; 2-aplicacdo de Coveslip (LCS) apods lavagens e antes das

aplicagdes dos reagentes subsequentes. 3- recuperacdo antigénica por calor (95°C)
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em solucdo recuperante CC1 por 36 minutos; 4- lavagem com Reaction Buffer; 5-
aplicagdo dos anticorpos por 28 minutos (Quadro 3); 6- detecgdo com o Kit
ultraView Universal DAB 7- lavagens com Reaction buffer; 8- contracolora¢ao com
Hematoxilina por 12 minutos; 9- incubacdo com Bluing Reagent (pds-contrastante)
por 4 minutos; 10-lavagem das laminas em Reaction buffer, passagem em agua

corrente e montagem das laminas.

Quadro 3 - Especificagdes dos anticorpos e diluigdes utilizadas nas reagdes de
imunoistoquimica.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
NPM NA24 200pg/ml Thermo Scientific
anti-Ki-67 Confirm TM (30-9) 2pg/ml Ventana

P53 DO-7 0,5pg/ml Ventana

Quanto a metodologia da andlise da expressdo das proteinas, a leitura foi
realizada de forma automatizada quantitativa pelo Aperio® em lamina convencional.
A expressdo nuclear de todos os marcadores foi classificada de modo qualitativo,
considerando-se como positivas as células neoplasicas que apresentavam nucleos
acastanhados, com variagao de tonalidade. O nimero final de células reativas foi
definido em porcentagem em relagdo ao universo de células contadas.

Até o momento da conclusdo deste trabalho, ndo encontramos publica¢des
sobre a expressao da nucleofosmina em cancer de pénis. Como veremos adiante,
apos testarmos os quartis dos valores encontrados para expressdo da nucleofosmina,

utilizamos como valor de corte para expressao baixa ou alta, o valor da mediana.
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Para o p53, o valor de corte utilizado para diferenciar entre baixa e alta
expressao foi de 10 %. Ou seja, as laminas que apresentavam 10% ou mais de células
coradas, eram considerados casos com alta expressao.

Em relagdo ao Ki-67, o valor de corte também foi de 10%.

Figura 5 - Microfotografia demonstrando expressdo nuclear da nucleofosmina em

carcinoma epidermodide de pénis. A esquerda observamos tumor com alta expressio. Em
amarelo, area delimitada para leitura. Em azul, células com baixa expressam a proteina. Na figura da

direita observamos tumor com baixa expressdo da proteina.



46

Figura 6 - Microfotografia demonstrando forte expressdao nuclear de Ki67 em
carcinoma epidermdide de pénis. Notar a cor castanha dos nucleos.

Imunoistoquimica, Ki67.
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Figura 7 - Microfotografia demonstrando expressdo nuclear de p53 em carcinoma

epidermoide de pénis. Imunoistoquimica, p53.
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4.2.3 Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos prontuarios foram registradas em uma ficha de
levantamento padronizada (Apéndice 1). Esses dados foram arquivados em um
banco de dados com o auxilio do programa “Microsoft Excel for Mac 2011”, versdo
14.5.7. A analise estatistica foi realizada com o programa “Statistical Package for
Social Science” (SPSS) versao 21.0.

A distribui¢do das varidveis clinicas e anatomopatoldgicas foram
apresentadas na forma de tabelas de contingéncias.

A mensuracdo das varidveis quantitativas foi expressa pelas médias e
respectivos desvios padrdes. As associagdes das variaveis qualitativas com a
presenga de metastases linfonodais foram realizadas com o teste do qui-quadrado
bicaudal; sempre que necessario, devido as frequéncias esperadas inferiores ao valor
5 dentro de tabelas maiores que 2x2, utilizamos o valor do qui-quadrado bi-caudal
corrigido (Teste de Fisher). O nivel de significancia utilizado foi de 5% para todos os
testes estatisticos.

A identificagdo dos fatores independentes relacionados com a ocorréncia de
metastases linfonodais foi realizada pela regressao logistica multipla. As variaveis
selecionadas para o estudo multiplo foram as que atingiram significancia estatistica
na andlise univariada, bem como aquelas que atingiram valores de p de até 0,20.

As andlises de sobrevida global e livre de doencga foram feitas pelo estimador
de KAPLAN e MEIER (1958) e a comparacdo entre as curvas de sobrevida através
do teste de Log-rank. Na analise multivariada para sobrevida utilizamos o modelo de
riscos proporcionais de COX (1972) para o célculo das razdes de risco proporcional

para Obito. As varidveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada
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para sobrevida global, livre de doenca e cancer especifica foram selecionadas para a
analise multivariada, bem como aquelas que atingiram valores de p de até¢ 0,20,
respeitando a propor¢ao de uma varidvel para cada dez eventos.

O tempo de sobrevida global foi calculado como o periodo entre o inicio do
tratamento e a data da ultima informagao objetiva observada para os pacientes vivos
nesta data, ou a dada do o6bito decorrente de qualquer causa. Os pacientes vivos na
data da ultima informag¢ao foram considerados sob censura para a curva de sobrevida
pelo método de KAPLAN e MEIER (1958) ou para utilizagao da regressdo de COX
(1972). Pacientes que ndo compareceram as consultas ou sem informagdes por um
periodo superior a duas vezes o estipulado para o retorno foram considerados
perdidos de vista na data da ultima informacgao. Esses pacientes contribuiram para a
curva de sobrevida até tal data, sendo entio considerados sob censura.

O resultado final para os modelos multivariados, regressdo logistica ¢ de
COX (1972), foi obtido pela estratégia “stepwise backward selection”, onde a partir
da variavel de maior significAncia na analise univariada foram acrescentadas as
outras, uma a uma, em ordem crescente.

Os valores referentes a dados de frequéncia e taxas de sobrevida foram
simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas com eliminagdo de

casas decimais.
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5 RESULTADOS

51 DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

A idade dos pacientes variou de 21 a 87 anos, com média de 54,3 anos e
desvio padrdao de 13. Setenta e sete pacientes (68,8%) tinham idade menor ou igual a
60 anos, enquanto 35 (31,2%) tinham mais que 60 anos.

Oitenta pacientes (71,4%) eram brancos e 22 (19,7%) eram nao brancos. Em
10 pacientes (8,9%) esse dado era ignorado.

Em relagdo ao estado civil, 81 eram casados (72,3%) ¢ 29 (29,5%) eram nao
casados (solteiros, separados ou viuvos). Em dois pacientes (1,8%) ndo havia essa
informagdo. Antecedente de doenga venérea foi referido por 29 pacientes (25,8%),
enquanto que 63 (56,3%) negavam. Nao havia informacdo em 20 (17,9%).

A principal queixa referida por 48 pacientes (42,9%) foi apenas a presencga de
ferida no pénis. Outros 46 (41,0 %) referiam ferida associada a dor, inflamacao ou
prurido. Quarenta e trés pacientes (38,4%) tinham antecedente de fimose. Setenta e
sete (74%) dos pacientes ndo haviam sido submetidos a postectomia. Vinte e um
(20,2%) foram submetidos a postectomia ja quando apresentavam sintomas do
cancer de pénis contra apenas 6 (5,8%) que foram submetidos ao procedimento antes
de qualquer manifestacdo da moléstia.

O tempo de evolugdo da doenga desde o aparecimento dos primeiros sintomas
até o diagnostico variou de 1 a 240 meses, com média 19,52 meses (dp= 35,44) e

mediana de 6,5 meses. Setenta e sete pacientes (68,8%) tinham até 12 meses de
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evolucdo ao diagnostico, enquanto que 27 (24,1%) tinham mais de 12 meses. Esse
dado era ignorado em 8 pacientes (7,1 %). Apenas 2 pacientes (1,8%) apresentavam
metastases a distancia.

O seguimento variou de zero a 378 meses, com média de 79,1 meses e desvio

padrdo de 79,6 meses.
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Tabela 1 - Frequéncia das variaveis clinicas e epidemiologicos em 112 pacientes
portadores de carcinoma epidermdide do pénis

Variavel Categoria N %
Idade até 60 anos 77 68,8
> 60 anos 35 31,2
Estado civil Casados 81 72,3
Nao casados 29 25,9
Ignorados 2 1,8
Raca Branca 80 71,4
N&o branca 22 19,7
Ignorados 10 8,9
Tempo de evolugdo  até 12 meses 77 68,8
> 12 meses 27 24,1
Ignorados 8 7,1
Antecedente venéreo Néao 63 56,3
Sim 29 25,8
Ignorados 20 17,9
Estadiamento cT T1 14 12,5
T2 46 41,1
T3 43 38,4
T4 2 1,8
Ignorados 7 6,2
Estadiamento cN NO 33 29,5
N1 19 17
N2 47 42
N3 4 35
Ignorados 9 8,0
Estadiamento M MO 97 86,6
M1 2 1,8
Ignorados 13 11,6
Cirurgia Realizada  Amputacao parcial 69 61,6
Amputacao total 33 29,4
Emasculagéo 5 4,5
Exérese local 2 1,8
Postectomia 2 1,8
Ignorados 1 0,9
Recidiva Nao 76 67,9
Sim 34 30,4

Ignorado 2 1,7
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52 ASPECTOS CIRURGICOS

Em relagdo ao tipo de cirurgia realizada para o tratamento do tumor primario,
69 pacientes (61,6%) foram submetidos a amputacdo parcial, enquanto que 33
(29,4%) foram submetidos a amputagdo total. Cinco pacientes (4,5%) foram
submetidos a emasculagdo e quatro (3,6%) foram submetidos a ressec¢do local ou
postectomia. Noventa e um pacientes (81,3%) ndo apresentaram complicagdes
relacionadas a amputagdo, enquanto que 19 (16,9%) apresentaram complicagdes. A
mais frequente delas foi a estenose do neomeato, que ocorreu em 11 pacientes
(9,8%). Apenas trés pacientes (2,8%) apresentaram recidiva no sitio da amputagao.

Quanto ao tratamento dos linfonodos regionais, 75 (67,0%) pacientes foram
submetidos a linfadenectomias, enquanto 37 (33,0%) foram poupados deste
procedimento. Estes ultimos foram classificados como ndo sendo portadores de
metastases linfonodais apds trés anos de seguimento sem evidéncia de linfonodos
comprometidos (SORIA et al. 1997; PIZZOCARO et al. 2010). Entre os 75 pacientes
operados, vinte e sete (36,0%) foram submetidos a linfadenectomias inguinais,
quarenta e um (54,6%) foram submetidos a linfadenectomias inguinoiliacas e em trés
(4,0%) o tipo de linfadenectomia ndo foi especificado. Nesse mesmo grupo de
pacientes operados, vinte e sete (36,0%) foram submetidos a linfadenectomias de
principio e 44 (54,6%) foram submetidos a linfadenectomias de necessidade.

Quanto a presenca de linfonodos metastaticos, cinquenta e oito (51,8%)
pacientes ndo apresentaram metastases linfonodais e 54 (48,2%) apresentaram
metastases linfonodais. Apenas 2 (1,7%) pacientes apresentaram metastases iliacas

de forma isolada, sem comprometimento simultineo de linfonodos inguinais. Dentre
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os 54 que tinham metéstases linfonodais 23 (42,5%) tinham linfonodos
comprometidos bilateralmente.

No que se refere a complicagdes relacionadas as linfadenectomias, dos 75
pacientes operados, 72 tinham informag¢des confidveis no prontudrio sobre
complicacdes. Destes 28 pacientes (38,8%) ndo apresentaram complicagdes contra
44 (61,2%) que apresentaram alguma complicacdo. Entre os 44 pacientes que
apresentaram alguma morbidade relacionada as linfadenectomias, trinta e oito
(86,4%) apresentaram infecgdo, necrose e/ou deiscéncia dos retalhos
dermogordurosos da regido inguinal como complicagdo isolada ou em alguma

combinagdo entre elas.

53 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS DO TUMOR PRIMARIO

Na Tabela 2 podemos observar a frequencia das principais caracteristica

anatomopatoldgicas do tumor primario na casuistica do presente trabalho.
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Tabela 2 - Frequéncia das variaveis anatomopatologicas do tumor primario em 112

pacientes portadores de carcinoma epidermoéide do pénis.

Variavel Categoria N (%)
Grau de diferenciacao Grau I 14 12,5
Grau II e III 98 87,5
Invasao vascular Negativo 79 70,5
Positivo 30 26,8
Ignorado 3 2,7
Invasdo perineural Negativo 61 54,5
Positivo 48 42.9
Ignorado 3 2,6
Infiltragdo de corpos Negativo 49 43,8
cavernosos Positivo 50 44,6
Ignorado 13 11,6
Infiltragdo de uretra Negativo 60 53,6
Positivo 38 33,9
Ignorado 14 12,5
Bordas tumorais Pushing 25 22,3
Infiltrating 84 75
Ignorado 3 2,7
Espessura tumoral até 5 mm 27 24,1
>5 mm 70 62,5
Ignorado 15 13,4

*Excluidos casos sem informagao

5.4 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DA NUCLEOFOSMINA,

KI67 E P53 E ASSOCIACAO COM FATORES CLINICOS, E

PATOLOGICOS

Na Tabela 3 temos a expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina, Ki67 e

p53 segundo padronizamos no presente trabalho.
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Tabela 3 - Expressao imunoistoquimica da Nucleofosmina, Ki67 e p53 no tumor
primario

Proteina Categoria N %
Nucleofosmina* Baixa (< 4,31) 54 50,00
Alta (> 4,31) 54 50,00
Ki67* Baixa (< 10%) 12 10,90
Alta (>10%) 98 89,10
p53* Baixa (<10%) 64 57,70
Alta (>10%) 47 42,30

A baixa expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina se associou de modo
significativo a tumores de maior estadiamento clinico T (p<0,001) e maior
estadiamento clinico N (p=0,010). Nao houve associacdo estatisticamente
significativa com outras variaveis clinicas ou epidemiolédgicas da populacdo desse

estudo, dados que podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Associagdo da expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina com
variaveis clinicas e epidemiologicas

Variavel Categoria Nucleofosmina Nucleofosmina p(x2)
baixa expressao alta expressao
N % N %
Idade até 60 anos 40 (74,1) 35 (64,8) 0,296
>60 anos 14 (25,9) 19 (35,2)
Estado Civil* Casado 34 (65,4) 43 (79,6) 0,100
Nao casado 18 (34,6) 11(20,4)
Raga* Nao branco 13 (24,5) 8 (17,8) 0,417
Branco 40 (75,5) 37 (82,2)
Tempo de Até 12 meses 43 (79,6) 31 (67,4) 0,164
evolucao* >12 meses 11 (20,4) 15 (32,6)
Antecedente Nao 34 (69,4) 28 (71,8) 0,806
Venéreo* Sim 15 (30,6) 11 (28,2)
Estadiamento T1-T2 21 (40,4) 39 (79,6) < 0,001
cT* T3-T4 31 (59,6) 10 (20,4)
Estadiamento N negativo 10 (32,3) 21 (67,7) 0,010
cN* N positivo 41 (60,3) 27 (39,7)
Recidiva* Nao 39 (53,4) 34 (46,6) 0,447
Sim 15 (45,5) 18 (54,5)

* Excluidos casos sem informagao

A baixa expressdo da nucleofosmina se associou significativamente com a

patoldgicas do tumor primario, como podemos ver pela Tabela 5.

invasdo de corpos cavernosos (p<0,001), mas ndo com outras caracteristicas



57

Tabela 5 - Associagdo da expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina com
variaveis patologicas

Variavel Categoria Nucleofosmina baixa Nucleofosmina p(X2)
expressao alta expressdo
N % N %
Grau de diferenciacdo  Grau I 7 (53,8) 6 (46,2) 0,767
Grau Il e IIT 47(49,5) 48 (50,5)
Invasédo vascular* Negativo 34 (65,4) 42 (79,2) 0,112
Positivo 18 (34,6) 11 (20,8)
Invaséo perineural*® Negativo 30 (50,7) 27 (50,9) 0,488
Positivo 22 (42,3) 26 (49,1)
Infiltragdo de corpos ~ Negativo 15(31,3) 33 (68,8) <0,001
cavernosos* Positivo 33 (68,8) 15(31,3)
Infiltragdo da uretra*  Negativo 26 (57,8) 33 (66,0) 0,409
Positivo 19 (42,2) 17 (34,0)
Bordas tumorais* Pushing 9(17,3) 14 (26,4) 0,259
Infiltrating 43 (82,7) 39 (73,6)
Espessura tumoral* até 5 mm 11 (22,4) 15 (34,1) 0,212
> 5 mm 38 (77,6) 29 (65,9)

*Excluidos casos sem informagao

Houve associacdo estatisticamente significante entre o aumento da expressao
imunoistoquimica do p53 e a maior ocorréncia de recidivas (p=0,005). Outras
variaveis clinicas e epidemiologicas da populagdo estudadas nao mostraram

associacao significante com a expressao do p53, dados expressos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Associag¢ao da expressdo imunoistoquimica do p53 com variaveis clinicas
e epidemiologicas

Variavel Categoria p53 Baixa expresdo  p53 Alta expressdo  p (x2)
N % N %

Idade até 60 anos 48 (75,0) 28 (59,6) 0,084
>60 anos 16 (25,0) 19 (40,4)

Estado Civil* Casado 44 (55,0) 36 (45,0) 0,510
Nao casado 18 (61,2) 11 (37,9)

Raga* Néao branco 16 (25,0 6 (16,2) 0,303
Branco 48 (75,0) 31 (83,8)

Tempo de evolugdo* Até 12 meses 48 (63,2) 28 (36,8) 0,486
>12 meses 15 (55,6) 12 (44,4)

Antecedente Venéreo*  Nao 38 (66,7) 25 (73,5) 0,493
Sim 19 (33,3) 9 (26,5)

Estadiamento c¢T* T1-T2 34 (56,7) 26 (43,3) 0,341
T3-T4 29 (65,9) 15 (34,1)

Estadiamento cN* N negativo 21 (63,3) 12 (36,4) 0,788
N positivo 42 (60,9) 27 (39,1)

Recidiva* Nao 50 (66,7) 25 (33,3) 0,005
Sim 13 (38,2) 21 (61,8)

*Excluidos casos sem informagao

A expresdo imunoistoquimica do p53 ndo se associou de modo significante

com nenhuma variavel patolégica do tumor primdrio nessa casuistica (Tabela 7)
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Tabela 7 - Associagdo da expressdo imunoistoquimica do p53 com variaveis
patoldgicas

Variavel Categoria P53 baixa expressao P53 alta expressao p(X2)
N % N %

Grau de Grau | 7 (50,0) 7 (50,0) 0,535

diferenciacao Grau II e III 57 (58,8) 40 (41,2)

Invasdo vascular*  Negativo 45 (72,6) 33(71,7) 0,923
Positivo 17 (27,4) 13 (28,3)

Invas@o perineural* Negativo 39 (62.,9) 21 (45,7) 0,074
Positivo 23 (37,1) 25 (54,3)

Infiltragdo de Negativo 28 (50,9) 20 (46,3) 0,666

corpos cavernosos®  positivo 27 (49,1) 23 (53,5)

Infiltragdo da Negativo 36 (65,5) 23 (54,8) 0,285

uretra*® Positivo 19 (34,5) 19 (45,2)

Bordas tumorais* Pushing 15 (24,6) 9(19,1) 0,500
Infiltrating 46 (75,4) 38 (80,9)

Espessura tumoral* até 5 mm 18 (29,5) 8(22,9) 0,480
> 5 mm 43 (70,5) 27 (77,1)

*Excluidos casos sem informagao

Nao observamos associacdo estatisticamente significativa entra a expressao
imunoistoquimica do Ki67 com caracteristicas clinicas ou epidemioldgicas dessa
populagcdo estudada, tampouco com carécteristicas anatomopatologicas do tumor

primdrio. Esses dados podem ser observados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8 - Associagdo da expressdo imunoistoquimica do Ki67 com variaveis
clinicas e epidemiologicas

Variavel Categoria Ki67 baixa expressdo Ki67 alta expressao p (x2)
N % N %

Idade até 60 anos 9 (75,0) 67 (68,4) 0,639
>60 anos 3(25,0) 31 (3L,6)

Estado Civil Casado 8 (10,1) 71 (89,9) 0,591
Nao casado 4 (13,8) 25 (86,2)

Raga* Nao branco 2 (16,7) 20 (22,7) 0,634
Branco 10 (83.,3) 68 (77,3)

Tempo de evolugdo* Até 12 meses 7 (58,3) 68 (75,6) 0,204
>12 meses 5417 22 (24,4)

Antecedente Venéreo*  Nao 6 (66,7) 56 (69,1) 0,879
Sim 3(33,3) 25 (30,9)

Estadiamento cT* T1-T2 8 (66,7) 52 (57,1) 0,529
T3-T4 4(33,3) 39 (42,9)

Estadiamento cN* N negativo 3(9.4) 29 (90,6) 0,596
N positivo 9 (13,0) 60 (87,0)

Recidiva* Nao 9(11,8) 67 (88,2) 0,710
Sim 309,4) 29 (90,6)

*Excluidos casos sem informagao

Tabela 9 - Associagdo da expressdo imunoistoquimica do Ki67 com variaveis

patologicas
Variavel Categoria Ki67 baixa expressdo  Ki67 alta expressdo  p(X2)
N % N %

Grau de diferenciagdo Grau I 3(21,4) 11 (78,6) 0,177
Grau II e I1I 9(9,4) 87 (90,6)

Invasdo vascular* Negativo 8 (66,6) 70 (73,7) 0,606
Positivo 4(33,3) 25(26,3)

Invasdo perineural* Negativo 9 (75,0) 51(53,7) 0,161
Positivo 3(25,0) 44 (46,3)

Infiltragao de corpos Negativo 5(50,0) 44 (50,0) >0,999

cavernosos* positivo 5(50,0) 44 (50,0)

Infiltragdo da uretra* Negativo 7 (77,8) 53 (60,2) 0,302
Positivo 2(22,2) 35(39,8)

Bordas tumorais*® Pushing 1(8,3) 24 (25,3) 0,192
Infiltrating 11 (91,7) 71 (74,7)

Espessura tumoral* Até 5 mm 2 (16,7) 24 (28.,9) 0,374
> 5 mm 10 (83.,3) 59 (71,1)

*Excluidos casos sem informagao
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5.5 ANALISE DO RISCO DE METASTASES LINFONODAIS

Dentre as varidveis clinicas avaliadas, a tuUnica que se associou
significativamente com a ocorréncia de metastases linfonodais foi o estadiamento

clinico cN (p=0,001) (Tabela 10).

Tabela 10 - Associagdo entre variaveis clinicas e demograficas com a presenga de
metastases linfonodais

Linfononodo . ..
e Linfonodo positivo
Variavel Categoria negativo p(x2)
N % N. %

Até 60 anos 38 (49.4) 39 (50,0)

Idade 0,444
>60 anos 20 (57,1) 15 (42,9)
Nao-casado 10 (34,5) 19 (65,5)

Estado Civil* 0,059
Casado 46 (56,8) 35 (43,2)
Nao Branco 15 (68,2) 7 (31,8)

Raga* 0,106
Branco 39 (48,8) 41 (51,3)
Até 12 meses 41 (53,2) 36 (46,8)

Tempo de evolugdo* 0,901
>12 meses 14 (51,9) 13 (48,1)

Antecedente Nao 34 (54,0) 29 (46,0) 0.841

Venereo* Sim 15 (51,7) 14 (48.,3) ’

T1+T2 36 (60,0) 24 (40,0)

Estadiamento cT* 0,071
T3 +T4 19 (42,2) 26 (57,8)
cNO 25 (75,8) 8 (24,2)

Estadiamento cN* 0,001**

cN+ 28 (40,0) 42 (60,0)

*Excluidos casos sem informagao

Na Tabela 11 podemos observar que as seguintes variaveis influenciaram de
modo significativo a ocorréncia de metastases linfonodais: o grau de diferenciacao

(p=0,007), a invasao vascular (p=0,004), a invasao perineural (p<0,001), a infiltracao
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de corpos cavernosos (p=0,004), a infiltracdo da uretra (p=0,013) e a espessura
tumoral (p=0,008). A expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina, do Ki67 ¢ do
p53 ndo exerceu influéncia estatisticamente significativa sobre a ocorréncia de

metastases linfonodais.

Tabela 11 - Associagdo entre variaveis patologicas e imunoistoquimicas e a presenca
de metastases linfonodais

Variavel Categoria Linfonodos Linfonodos p(X2)
Negativos positivos
N % N %

Grau de Grau [ 12 (85,7) 2 (14,3) 0,007**

diferenciagao Grau II e 11T 46 (46,9) 52 (53,1)

Invasdo vascular*  Negativo 48 (60,8) 31(39,2) 0,004**
Positivo 9 (30,0) 21(70,0)

Invasédo Negativo 41 (67,2) 20 (32,8) <0,001**

perineural*® Positivo 16 (33,3) 32(66,7)

Infiltragao de Negativo 32 (65,3) 17 (34,7) 0,004**

corpos positivo 18 (36,0) 32 (64,0)

cavernosos*

Infiltragdo da Negativo 36 (60,0) 24 (40,0) 0,013**

uretra*® Positivo 13 (34,2) 25 (65,8)

Bordas tumorais*  Pushing 13 (52,0) 12 (48,0) 0,943
Infiltrating 43 (51,2) 41 (48,8)

Espessura até 5 mm 20 (74,1) 7 (25,9) 0,008**

tumoral* > 5mm 31 (44,3) 39 (55,7)

Nucleofosmina *  baixa 26 (48,2) 28 (51,8) 0,564
alta 29 (53.8) 25 (46,2)

p53* baixa 37 (57,8) 27 (42,2) 0,112
alta 20 (42,5) 27 (57,4)

Ki67 * baixa 7 (58,4) 5(41,6) 0,680
alta 51 (52,0) 47 (48,0)

* Excluidos os casos sem informacgao
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Procedemos também a andlise multivariada para o risco de metastases
linfonodais. Foram selecionas varidveis com p até 0,20, observando também a
propor¢dao de uma varidavel para cada 10 eventos ocorridos nessa casuistica. As

variaveis selecionadas podem ser vistas na Tabela 12.

Tabela 12 - Lista de variaveis por ordem de entrada na analise multivariada para
risco de metastases linfonodais.

Variavel p (x2)

Invas@o perineural <0,001

Estadio cN 0,001
Infiltrag@o de corpos cavernosos 0,004
Invasao vascular 0,004
Espessura tumoral 0,008
Infiltragdo da uretra 0,013
Grau 0,020

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o estadiamento
clinico N (RR=5,5); IC [1,4-20,8], a infiltracdo de corpos cavernosos (RR=3,9); IC
[1,2-12,3] e a invasdo perineural (RR=4,9); IC [1,5-16,2] foram fatores
independentes de risco para o comprometimento metastatico dos linfonodos (Tabela

13).
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Tabela 13 - Risco de metastases linfonodais pela analise multivariada

Variavel Categoria RR IC 95%
cNO 1 Ref.
Estadiamento cN
cN+ 5,5 1,5 20,8
Infiltragdo de corpos D\eEaiiye ! Ref.
Ccavernosos Positivo 3.9 1,2 12,3
Negativo 1 Ref.
Invasdo perineural
Positivo 4,9 1,5 16,2

5.6 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL

A situacdo clinica ao final do seguimento dos 112 pacientes dessa casuistica

pode ser observada na Tabela 14.

Tabela 14 - Situacao clinica dos 112 pacientes ao final do seguimento.

Situagdo clinica N %
Vivo sem doenga 44 39,2
Vivo com doenga 7 6,3
Obito por cancer 24 21,4
Obito por outra causa 35 31,3
Perdido de vista 2 1,8

A sobrevida global para o grupo ao final de 120 meses foi de 47,3%. Dentre

as variaveis clinicas, aquelas que influenciaram significativamente a sobrevida global

foram a raca (p=0,009) e a ocorréncia de recidivas (p=0,018) (Tabela 15).
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Tabela 15 - Probabilidade acumulada de sobrevida global aos 10 anos de acordo
com variaveis clinicas

Variavel Categoria n Sobrevida em 10 anos p (log rank)

Até 60 anos 77 0,584

Idade 0,133
>60 anos 35 0,339
Branco 80 0,874

Raga* 0,009**

Nao Branco 22 0,463
Naéo-casado 29 0,232

Estado civil* 0,190
Casado 81 0,550
Até 12 meses 77 0,511

Tempo de evolugao* 0,425
>12 meses 27 0,511
Nao 63 0,542

AntecedentesVenereos* 0,502
Sim 29 0,420
T1+ T2 60 0,531

Estadiamento cT* 0,597
T3 + T4 45 0,518
cNO 33 0,544

estadiamento cN* 0,524
cN+ 70 0,506
Nao 76 0,586

Recidiva* 0,018**

Sim 34 0,336

*Excluidos casos sem informagao

Podemos observar na Tabela 16 a influéncia das varidveis patoldgicas e
imunoistoquimicas do tumor primario na sobrevida global. As que influenciaram
significativamente a sobrevida global em 10 anos foram grau moderado e alto
(p=0,031), a presenga de infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,037), a presenca de
invasdo vascular (p=0,02), a presen¢a de invasdo perineural (p=0,030), a espessura
tumoral maior que 5 mm (p=0,015) e a ocorréncia de metastases linfonodais
(p=0,003). A expressdo imunoistoquimicas da nucleofosmina, do Ki67 e do p53 nao

influenciou a sobrevida global em 10 anos. (Figuras 9, 10 e 11).



67

Tabela 16 - Probabilidade acumulada de sobrevida global aos 10 anos de acordo
com variaveis patologicas e gradacdo imunoistoquimica da nucleofosmina, Ki67 e

pS3
Variavel Categoria N Sobrevida 10 anos p(log rank)
Baixo grau 14 1,000
Grau 0,031**
Moderado e alto 98 0,441
Infiltragdo de corpo Negativo 49 0,613
cavernoso* 0,037
Positivo 50 0,401
Negativo 60 0,556
Infiltragdo de uretra* 0,449
Positivo 38 0,458
Negativo 79 0,627
Invasao vascular* 0,002%*
Positivo 30 0,104
Negativo 61 0,597
Invasdo perineural® 0,030**
Positivo 48 0,422
<=5 27 0,794
Espessura tumoral* 0,015
>5 70 0,410
Pushing 25 0,625
Bordas* 0,612
Infiltrating 84 0,489
Metastases Negativo 58 0,658 .
linfonodais bt
Positivo 54 0,258
baixa 54 0,430
Nucleofosmina* 0,142
alta 54 0,632
baixa 12 0,366
Ki67* 0,368
alta 98 0,510
baixa 64 0,578
p53* 0,122
alta 47 0,392

*Excluidos casos sem informagao
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As seguintes variaveis foram selecionadas para compor o modelo
multivariado da sobrevida global nessa casuistica, observando aquela com p até 0,20

e a proporcdo de 1 varidvel para cada 10 eventos (Tabela 17).

Tabela 17 - Lista de variaveis selecionadas para analise multivariada da sobrevida
global por ordem de entrada

Variavel p (log rank)

Invasao vascular 0,002
Metastases linfonodais 0,003
Raca 0,009
Recidiva 0,018
Invasdo perineural 0,030
Grau 0,031

Apo6s andlise multivariada, apenas a presencga de invasdo vascular (RR=1,9;
IC [1,0-3,6]) esteve associada significativamente a menor sobrevida global (Tabela

18).

Tabela 18 - Risco de 6bito em pacientes portadores de carcinoma peniano de acordo
com modelo multivariado por variaveis selecionadas

Variavel Categoria RR IC 95%

Negativo 1 Ref.

Invasao vascular
Positivo 1,9 1,0 3,6
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Figura 11 - Curva de sobrevida global segundo a expressdo imunoistoquimica do

p53 em 112 pacientes portadores de carcinoma epidermoide do pénis

5.7 ANALISE DE SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA.

Dentre as variaveis clinicas, nenhuma influenciou significativamente a

sobrevida livre de doenca (Tabela 19).
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Tabela 19 - Sobrevida livre de doenga em 112 pacientes portadores de carcinoma
epidermodde de pénis de acordo com varidveis clinicas

Variavel Categoria n Sobrevida em 10 anos p (log rank)

Até 60 anos 77 0,662

Idade 0,077
>60 anos 35 0,857
Branco 80 0,700

Raga* 0,210
Nao Branco 22 0,864
Nao-casado 29 0,232

Estado civil* 0,190
Casado 81 0,550
Até 12 meses 77 0,688

Tempo de evolugao* 0,077
>12 meses 27 0,852
Nao 63 0,698

AntecedentesVenereos* 0,212
Sim 29 0,828
T1+ T2 60 0,817

Estadiamento cT* 0,065
T3 + T4 45 0,644
cNO 33 0,788

estadiamento cN* 0,322
cN+ 70 0,714

*Excluidos casos sem informagao

Podemos observar na Tabela 20 a influéncia das varidveis patoldgicas e
imunoistoquimicas do tumor primério na sobrevida livre de doenca. As que
apresentaram influéncia estatisticamente significativa sobre a sobrevida livre de
doenca foram a presenc¢a da infiltragdo de corpo cavernoso (p<0,001), a ocorréncia
de infiltragdo da uretra (p=0,032), a presenca de infiltracdo vascular (p<0,001), a
presenga de metastases linfonodais (p<0,001) e a ocorréncia de alta expressdo

imunoistoquimica do p53 (p=0,008). (Figura 14).
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Tabela 20 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenca de acordo com
variaveis patologicas e expressao imunoistoquimica da nucleofosmina, Ki67 e p53

Variavel Categoria N Sobrevida 10 anos p(log rank)
Baixo grau 14 0,857
Grau 0,181
Moderado e alto 98 0,704
Infiltragdo de corpo Negativo 49 0,878 o
n <0,001
cavernoso Positivo 50 0,540
Negativo 60 0,783
Infiltrag@o de uretra* 0,032%**
Positivo 38 0,579
Negativo 79 0,823
Invasao vascular* <0,001%**
Positivo 30 0,500
Negativo 61 0,770
Invasdo perineural*® 0,125
Positivo 48 0,688
<=5 27 0,852
Espessura tumoral* 0,196
>5 70 0,743
Pushing 25 0,760
Bordas* 0,572
Infiltrating 84 0,714
z Negativo 58 0,897
llYleftastz(iise.s <0,001%*
fntonodats Positivo 54 0,537
baixa 54 0,667
Nucleofosmina* 0,210
alta 54 0,778
baixa 12 0,833
Ki67* 0,380
alta 98 0,724
baixa 64 0,813
p53* 0,008**
alta 47 0,596

*Excluidos casos sem informagao

** Variaveis selecionadas para a analise multivariada

Na Tabela 21 encontramos as variaveis selecionadas para compor o modelo

multivariado de analise da sobrevida livre de doenga. Foram selecionadas aquelas

com p até 0,20 e a propor¢do de 1 variavel para cada 10 eventos.
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Tabela 21 - Lista das variaveis de acordo com a ordem de entrada para analise

multivariada de sobrevida livre de doenga.

Variavel

p (log rank)

Metastases linfonodais
Invasdo Vascular

Infiltragdo de corpo cavernoso
p53

infiltracdo de uretra

<0,001
<0,001
<0,001

0,008
0,032

Apbs a andlise multivariada apenas a invasdo de corpo cavernoso (RR=4,0;

IC [1,4-11,3]) e a ocorréncia de metastases linfonodais (RR=4,2;IC[1,4-13,1])

estiveram associadas significativamente a menor sobrevida livre de doenga (Tabela

22).

Tabela 22 - Risco de recidiva dos pacientes de acordo com o modelo multivariado

por variaveis selecionadas

Variavel Categoria RR IC 95%
Negativo 1 Ref.
Invasao corpo cavernoso
Positivo 4,0 1,4 11,3
Metastases linfonodais ausente 1 Ref
presente 42 1,4 13,1
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS GERAIS

Neste trabalho de pesquisa tivemos a oportunidade de avaliar 112 casos de
carcinoma epidermoide do pénis, todos tratados numa Unica instituicdo. Esse ¢ um
nimero que ndo se consegue facilmente num unico centro. As informagdes estdo
disponiveis em prontudrios arquivados em um servico de arquivo médico e
estatistico bem organizado, o que facilita o acesso aos dados. Boa parte da
dificuldade se concentra em conseguir o retorno adequado de pacientes
predominantemente de baixa renda, muitos dos quais sem endereco fixo. Apesar
disso, ao final do seguimento, tivemos apenas dois pacientes (1,8%) perdidos de
vista.

Trata-se de uma andlise retrospectiva de uma amostra obtida por
conveniéncia, com dados de prontuarios e analises de pegas anatomicas arquivadas
no Servico de Anatomia Patologica. Os sujeitos da pesquisa ndo foram expostos a
risco, pois todos j& foram tratados de acordo com os protocolos da institui¢do. No
entanto, o longo periodo de observacdo implica também mudancas de conduta ao
longo das décadas. O primeiro paciente dessa série foi tratado ainda na década de
cinquenta, assim como muitos outros até a década de noventa, quando os protocolos
de tratamento foram bem estruturados. Isso implica em mudancas no que diz respeito
a técnica cirlirgica, acesso ao sistema de satde, a antibidticos e outros itens que

podem ter implicagdo por exemplo nos indices de complicagdo e recidiva.
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Dificuldades como as que expus sé poderdo ser contornadas quando tivermos
muitos hospitais especializados em tratamento de cancer, bem estruturados, abertos a
essa populagdo de baixa renda, afeitos a pesquisa de boa qualidade e capazes de
conduzir estudos prospectivos com material anatomopatologico a fresco.

Boa parte da pesquisa de ponta hoje € voltada aos canceres de prostata, rim ¢
bexiga, patologias mais incidentes em paises desenvolvidos. Poucos trabalhos tem
explorado fatores moleculares relacionados ao cancer de pénis. At¢é o momento da
conclusdo deste trabalho ndo encontramos nenhuma mengdo a expressao da
nucleofosmina em cancer de pénis. Poucos se voltaram para proteinas como p53 e

Ki67. Isso reforca a importancia desse trabalho mesmo diante de eventuais ressalvas.

6.2- ASPECTOS CLINICOS E ETIOPATOLOGICOS

Na presente casuistica podemos observar pacientes com média de idade de
54,3 anos, variando de 21 a 87 anos. Apesar da incidéncia predominar entre homens
de 50 a 70 anos de idade, um estudo organizado pela Sociedade Brasileira de
Urologia mostrou que 3,5% dos pacientes tinham menos de 26 anos e cerca de 16%
tinham de 27 a 45 anos de idade (FAVORITO et al. 2008). Isso mostra a importancia
da investigagdo de qualquer lesdo peniana suspeita, independente da idade. Além
disso, os fatores de risco para o surgimento da doenga, como condi¢gdes sanitarias
precarias, fimose, processos inflamatdrios cronicos e tabagismo provavelmente estdo
presentes muito cedo nessa populacao.

Cerca de 83% dos pacientes referiam a presenca de ferida isoladamente ou

associada a dor, inflamagdo e prurido. Setenta e sete (74%) dos pacientes ndao haviam
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sido submetidos a postectomia. Este fato se repete nas diversas casuisticas (LOPES
et al. 1996a ; POW-SANG et al. 2002; MICALI et al. 2004).

Apenas 2 pacientes (1,8%) apresentaram metastases a distancia, o que condiz
com a frequéncia de 1 a 10% reportada pela literatura. E curioso o fato de um tumor
originario de um o6rgdo tdo vascularizado gerar poucas metastases a distancia
(LOPES et al. 1996a e b; LEIJTE et al. 2008; ORNELLAS et al. 2008a e b).

Vinte e sete (24,1%) pacientes tinham mais de doze meses de evolugdo desde
0os primeiros sintomas até o diagnostico firmado por bidpsia. Isso se deve
possivelmente a dificuldade de acesso ao sistema de satde, falta de informacao,
vergonha e medo por parte dos pacientes. Também pode refletir baixo indice de
suspeicao por parte de profissionais que os examinaram anteriormente (LOPES et al.

1996a ; POW-SANG et al. 2002; FAVORITO et al. 2008).

6.3 ASPECTOS CIRURGICOS

Sessenta e nove pacientes (61,6%) foram submetidos a amputagdo parcial e
33 (29,4%) foram submetidos a amputacdo total. Isso reflete o fato de que 89
pacientes (79,5%) apresentavam estadiamento clinico T2 e T3. O tratamento do
tumor primario se associou a cerca de 17 % de complicacdes, sendo a mais frequente
a estenose do neomeato uretral, que ocorreu em 11 pacientes (9,8%). A recidiva no
coto ocorreu em apenas 3 pacientes (2,8%). Indices de complicacdes semelhantes sdo
relatados em outras séries (LEIJTE et al. 2008; GUIMARAES et al. 2011,
HAKENBERG et al. 2015). Isso nos mostra que o tratamento do tumor primario,

apesar da mutilacao, ¢ acompanhado de poucas complicacdes.
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Setenta e cinco pacientes (67,0%) foram submetidos a linfadenectomias. Os
trinta e sete (33,0%) que foram poupados do procedimento, eram pacientes
clinicamente NO ou que tinham pequenos linfonodos palpaveis. Por algum motivo
nao foram operados e apds trés anos de seguimento ndo apresentaram doenca
linfonodal comprovada. Este tempo de observacdo ¢ considerado como satisfatorio
para excluir a ocorréncia de metastases linfonodais, o que nos deixa seguros para
inclui-los na analise (SORIA et al. 1997; PIZZOCARO et al. 2010). Alguns motivos
podem ser apontados para explicar porque alguns pacientes portadores de linfonodos
palpéveis ndo foram submetidos a linfadenectomia inguinal. O primeiro deles ¢ a
demora de alguns pacientes em retornar ao servico. Alguns voltavam apods longo
periodo e os linfonodos ndo haviam mudado de aspecto. Dessa forma eram
poupados. Outra explicagdo é que a conduta ndo era completamente padronizada
antes da década de noventa e o que era feito passava em grande parte pelo tirocinio
do responsavel pelo caso.

O indice de complicag¢des relacionados as linfadenectomias foi de 61,2%.
fndices que variam de 30% a 90% sdo reportados por varios autores (LOPES et al.
1996a , ORNELLAS 2008 b; BEVAN-THOMAS et al. 2002). O controle adequado
da infeccdo muitas vezes presente no tumor primario € o uso de incisdes paralelas
aos ligamentos inguinais foram condutas adotadas no servigo com o intuito de
reduzir esses indices de complicagdes. Mais recentemente, as linfadenectomias
videoendoscépicas propostas por TOBIAS-MACHADO et al. (2006) vem sendo
utilizadas com resultados iniciais satisfatorios, especialmente no que diz respeito as

complicacdes relacionadas a incisdo.
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Quando indicadas, as linfadenectomias devem ser bilaterais, ja que cerca de
30% dos pacientes apresenta acometimento de ambas as regides inguinais
(EKSTROM e EDSMYR 1958; LOPES et al. 1996a e b). Na nossa casuistica, dos 54
pacientes portadores de metastases linfonodais 23 (42,5%) apresentava
comprometimento bilateral, o que reforca essa idéia. Uma das possiveis explicacdes
para um indice mais alto encontrado na nossa casuistica ¢ o fato de esse material ter
sido revisado mais de uma vez, em varias pesquisas realizadas na institui¢ao. Isso

pode ter aumentado o indice de deteccao de comprometimento linfonodal.

6.4 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DA NUCLEOFOSMINA,
KI67 E P53 E ASSOCIACAO COM CARACTERISTICAS

ANATOMOPATOLOGICAS

E inegéavel o fato de que a técnica de imunoistoquimica é passivel de falhas.
Periodos prolongados desde a obtencdo do espécime cirtrgico, condi¢des de
armazenamento do material, uso de formol tamponado, escolha da area mais
representativa do tumor, aspectos variados da técnica desde a desparafinizacdo e
espessura do corte, qualidade dos anticorpos e técnicas usadas na leitura das laminas
sdo todas etapas sujeitas a erros (ZEQUI 2000; YAZIJI e BARRY 2006; FRITSCHY
2008) Como dissemos anteriormente, os primeiros pacientes dessa série foram
tratados ainda na década de cinquenta e o longo periodo de armazenamento pode
influenciar na deteccdo dos antigenos pesquisados. O formol tamponado foi adotado
em nosso servigo em 1997 e outros trabalhos aqui desenvolvidos mostraram maior

detec¢do dos antigenos em pecas fixadas com formol tamponado (ZEQUI 2000).
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No entanto, destacamos que as reacdes imunoistoquimicas para deteccao das
proteinas seguiram protocolos padronizados pelo fabricante do equipamento de
leitura automatizada (Ventana), adotados pelo Laboratério de Anatomia Patologica
do A.C.Camargo Cancer Center. A leitura das laminas, apesar de automatizada,
contou com a participacdo de patologista experiente, o Professor Doutor Fernando
Augusto Soares, que selecionou as areas mais representativas do tumor. Isso é
fundamental para estabelecer os pardmetros de leitura da maquina e obter resultados
confiaveis. Todas as etapas do processo seguiram rigidos padrdes de controle de
qualidade e foram realizadas por técnicos bastante experimentados.

O critério de corte para classificacdo da expressdo da nucleofosmina nio se
encontra descrita na literatura. Portanto, testamos varios niveis de corte e decidimos
por adotar a mediana apos observar algumas associagdes.

No caso do Ki67, o nivel de corte utilizado foi de 10%, como ja utilizado
anteriormente na instituicio (GUIMARAES et al. 2007).

No caso do p53, utilizamos também 10% como nivel de corte apds andlise
preliminar do banco de dados mostrar menor sobrevida livre de doenca usando esse
parametro. Outro trabalho realizado na instituicao utilizou 20% como parametro de
corte (LOPES et al. 2002). Alguns fatores podem explicar essas diferengas: uma
populacdo diferente, ja que ndo se tratavam dos mesmos casos ¢ um metodologia de
leitura das laminas também diversa. No nosso caso a leitura foi automatizada, no
trabalho anterior a leitura foi manual.

Um resultado interessante ¢ que a baixa expressdo da nucleofosmina
apresentou associacdo estatisticamente significativa com maior estadiamento clinico

T (p<0,001), com maior estadio N (p=0,010) e com a infiltracdo de corpos
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cavernosos (p<0,001). Como mencionamos anteriormente, nao encontramos nha
literatura consultada nenhuma referéncia sobre nucleofosmina e cancer de pénis, o
que torna essa descri¢ao inédita. Essas associacdes em conjunto nos permitem supor
que a nucleofosmina se comporta como gene supressor de tumor em cancer de pénis.
Comportamento semelhante foi descrito em cancer gastrico (LEAL et al. 2014). A
literatura ¢ controversa a respeito da fun¢do do gene que condiciona a proteina. Ha
trabalhos que o descrevem tanto como oncogene quanto como gene supressor de
tumor (GRISENDI et al. 2006; LIM e WANG 2006; OKUWAKI 2008). Outros
trabalhos, especialmente com técnicas de sequenciamento e material do banco de
tumores sdo necessarios afim de melhor avaliar essa hipotese.

O aumento da expressdo imunoistoquimica do p53 se associou com a maior
ocorréncia de recidiva nessa populagdo estudada (p=0,005), o que tem implicacio
prognoéstica, como pudemos observar nas andlises de sobrevida livre de doenca
(Tabela 20). Nao houve associagdo com outras variaveis clinicas ou patologicas,
achados também relatado em trabalho realizado nesta instituigdo (LOPES et al.
2002).

A expressdo imunoistoquimica do Ki67 ndo se associou significativamente
com caracteristicas clinicas ou patoldgicas do tumor primario, fato também relatado

por GUIMARAES et al. em 2007.
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6.5 ANALISE DO RISCO DE METASTASES LINFONODAIS

Dentre os fatores clinicos, apenas o estadiamento clinico N (p=0,001) se
associou significativamente com o risco de metastases linfonodais, fato também
descrito em trabalhos anteriores (LOPES et al. 2002; CAMPOS et. al. 2006). Apesar
de ser evidente a correlagio de um exame fisico alterado e a ocorréncia de
comprometimento metastatico dos linfonodos, esses achados corroboram a
importancia de um exame clinico minucioso da regido inguinal. Sabemos, no
entanto, que a acuracia do exame fisico deixa a desejar (BEGGS e SPRATT 1964;
CATALONA 1988).

As caracteristicas patoldgicas do tumor primario que se associaram de forma
estatisticamente significativa com a ocorréncia de metastases linfonodais foram o
grau de diferenciacdo (p=0,007), a invasdo vascular (p=0,004), a invasdo perineural
(p<0,001), a infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,004), a infiltracdo da uretra
(p=0,013) e a espessura tumoral (p=0,008). O grau de diferenciacdo se mostrou
importante na predi¢do de metastases linfonodais em vérios trabalhos (LOPES et al.
1996a, ORNELLAS et al. 2008a). A invasdo linfovascular por células tumorais ¢é
bem reconhecida como fator de risco para metéstases linfonodais (LOPES et al.
1996a, NOVARA et al. 2007; ORNELLAS et al. 2008b). Tal pardmetro tem sido
utilizado para diferenciar os estadios pTla e pTlb no sistema de estadiamento
atualmente utilizado TNM, sétima edicdo (EDGE et al. 2009). A infiltracao
perineural foi descrita em uma grandes séries de casos como fator preditivo de
metastatizacdo linfonodal (CUBILLA et al. 2007; ORNELLAS et al. 2008a) e foi

incorporada como fator de risco no consenso da Sociedade Européia de Urologia
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(HAKENBERG et al. 2015). De forma semelhante, o estadio do tumor primario se
correlaciona com o risco de metastases linfonodais (SOLSONA et al. 1992,
ORNELLAS et al. 2008a). A espessura tumoral maior que 5 mm também se mostrou
caracteriscica de valor para predicdo de metastases linfonodais, assim como
reportado por outros autores (LOPES et al. 1996a; ORNELLAS et al. 2008)

A expressdo imunoistoquimica da nucleofosmina, Ki67 e p53 ndo mostrou
associagdo significativa com a ocorréncia de metéstases linfonodais.

Como mencionamos anteriormente, ndo encontramos referéncia na literatura
sobre nucleofosmina e cancer de pénis, o que torna essa descrigdo inédita. Em outros
tumores, os resultados sdo muitas vezes conflitantes.

Quanto ao p53, outro trabalho realizado nessa institui¢do mostrou associacao
entre maior expressdo de pS5S3 e metastases linfonodais (LOPES et al. 2002).
Diferengas metodologicas na leitura das laminas, a nossa automatizada e a outra
manual, além de se tratar de uma populagdo diferente, podem explicar tais achados.
Outro trabalho que abordou o tema ndo abordou especificamente a ocorréncia de
metastases linfonodais, mas somente a analise de sobrevida (GIL et al. 2002).

Em relagio ao Ki67, GUIMARAES et al. (2007) descreveram uma
associagdo entre baixa expressdo de Ki67 e maior risco de metéstases linfonodais,
tendéncia que se manteve ap6s analise multivariada. Os autores argumentaram que o
grande nimero de casos na sua série de tumores pouco agressivos, mas que cresciam
muito para a periferia sem invadir a profundidade do 6rgdo, poderia explicar esse
achado pouco usual. Outro trabalho realizado em nosso meio ndo mostrou associagao

entre expressao do Ki67 e agressividade da doenga (FARIA et al. 2000).
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ApoOs a andlise multivariada, as seguintes varidveis permaneceram como
fatores independentes para o risco de metastases linfonodais nesta amostra: o
estadiamento clinico N (RR=5,5); IC [1,4-20,8], a infiltracdo de corpos cavernosos
(RR=3,9); IC [1,2-12,3] e a invasdo perineural (RR=4,9); IC [1,5-16,2]. Isso refor¢a
a importancia dos fatores clinicos e patolégicos ja demonstrados em varios trabalhos

citados anteriormente.

6.6 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL.

A taxa de 1,8% de pacientes perdidos de vista permitiu uma anélise de
sobrevida confidvel nos pacientes estudados. A sobrevida global ao final de 10 anos
foi de 47,3%. Considerando o estadiamento avancado de boa parte dos pacientes e a
presenca de metéstases linfonodais em cerca de metade deles, essa taxa de sobrevida
reforca a idéia de que o cancer de pénis ¢ passivel de cura mesmo quando apresenta
metastases para os linfonodos.

Entre os fatores clinicos, os que influenciaram a sobrevida foram a raca
(p=0,009) ¢ a ocorréncia de recidivas (p=0,018). E possivel supor que a influéncia da
raca sobre a sobrevida decorra da estrutura desigual da nossa sociedade, em que
individuos ndo brancos costumam ter piores condi¢des socioecondmicas € também
maior dificuldade de acesso aos sistemas de saude. A ocorréncia de recidivas, muitas
delas linfonodais, sabidamente empioram o prognostico (LOPES et al. 1996a;
ORNELLAS et al. 2008 a e b; LEIJTE et al. 2008).

As variaveis patoldgicas que influenciaram a sobrevida global foram grau

moderado e alto (p=0,031), a presenga de infiltragdao de corpos cavernosos (p=0,037),
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a presenca de invasao vascular (p=0,02), a presenca de invasao perineural (p=0,030),
a espessura tumoral maior que 5 mm (p=0,015) e a ocorréncia de metastases
linfonodais (p=0,003). Todos sdo fatores prognosticos citados por outros autores
(LOPES et al. 1996a; NOVARA et al. 2007; ORNELLAS et al. 2008a;
HAKENBERG et al. 2015).

Quanto ao p53, ndo encontramos associacao da expressao imunoistoquimica e
sobrevida global. Como vimos, outros autores relataram que o aumento da expressao
do p53 se associou com pior sobrevida (LOPES et al. 2002; GIL et al. 2002). Isso
provavelmente decorre do fato de se tratarem de casuisticas diferentes e de
metodologias de confecgdo e leitura das laminas. Além disso, a sobrevida global ¢é
influenciada por uma série de fatores, ja que inclui varios pacientes que foram a
6bito por outros motivos que nio a doenga em foco. E confidvel do ponto de vista de
conseguirmos identificar o evento, no caso o 6bito por qualquer causa, mas sofre o
viés de incluir eventos ndo relacionados ao cancer.

A expressdo do Ki67 também ndo influenciou a sobrevida global, fato
também constatado por GUIMARAES et al. (2007). O fato de um tumor apresentar
grande proliferacdo ndo obrigatoriamente o torna habil em invadir e metastatizar,
eventos estes que em ultima analise costumam levar ao 6bito.

A imunoexpressdo da nucleofosmina ndo exerceu influéncia na taxa de
sobrevida global desta populagdo. Como dito anteriormente, ndo hd na literatura
referéncia sobre cancer de pénis e essa proteina. Em tumores da cavidade oral o
aumento da expressdo da nucleofosmina avaliada por TMA se correlacionou com
pior sobrevida (COUTINHO-CAMILLO et al. 2010). Achado semelhante foi

relatado em uma série de pacientes com cancer de ovario (LONDERO et al. 2014).
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ApoOs andlise multivariada, apenas a presenca de invasdo vascular (RR=1,9;
IC [1,0-3,6]) esteve associada significativamente a menor sobrevida global. Esse
achado reforga a importancia dessa caracteristica do tumor primario e ja foi descrita
em varias outras séries (LOPES et al. 1996a; NOVARA et al. 2007; ORNELLAS et
al. 2008b). Esse fator é tdo importante que foi proposta a sua incorporagao ao sistema
de estadiamento (LOPES et al. 1996a), o que veio a ocorrer na sétima edi¢do do

TNM (EDGE et al. 2009).

6.7 ANALISE DE SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

As variaveis que apresentaram influéncia estatisticamente significativa sobre
a sobrevida livre de doenga foram a presenga da infiltragdo de corpo cavernoso
(p<0,001), a ocorréncia de infiltracdo da uretra (p=0,032), a presenga de infiltragdo
vascular (p<0,001), a presenga de metéstases linfonodais (p<0,001) e a ocorréncia de
alta expressdo imunoistoquimica do p53 (p=0,008).

Como ja descrevemos anteriormente, as associagdes de estadio, infiltracao
vascular e a ocorréncia de metéstases linfonodais estdo bem documentadas como
fatores prognosticos em cancer de pénis. (LOPES et al. 1996a; NOVARA et al.
2007; LEIJTE et al. 2008; ORNELLAS et al. 2008a; HAKENBERG et al. 2015). A
presenca de metastases linfonodais ¢ considerada o principal fator prognostico em
cancer de pénis. Foi fator independente para risco de recidiva e dbito pela doenga,
assim como a infiltracio de corpos cavernosos pela doenca. Essas duas

caracteristicas sdo fundamentais para o estadiamento e correta conduta terapéutica.
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Nesta avaliacdo o aumento da expressao do p53 se associou a pior sobrevida
livrte de doenca. Podemos observar que quando analisamos apenas eventos
diretamente relacionados a doenga como recidiva e morte pelo cancer, essa
associacdo se tornou significativa. Essa varidvel foi selecionada para compor o
modelo multivariado e foi descartada apenas no ultimo passo, com p=0,052. Talvez
uma amostragem com maior nimero de casos € com maior ocorréncia de recidiva ou
obito por cancer pudesse revelar associacdo significativa apos analise multivariada.

A imunoexpressdao da nucleofosmina ndo mostrou associagdo com sobrevida
livre de doenga. Como exposto anteriormente, ndo dispomos de referéncia na
literatura em cancer de pénis. Em outros tumores os achados sdo por vezes
contraditorios. Além disso alguns trabalhos utilizam outras técnicas que nao
imunoistoquimica (LONDERO et al. 2014).

A expressdo imunoistoquimica do Ki67 também ndo se associou
significativamente com a sobrevida livre de doenga, fato também observado em
outro trabalho desenvolvido nesta instituicio (GUIMARAES et al. 2007). Tal
auséncia de influéncia também foi observada por FARIA et al. (2000). Como
dissemos anteriormente, o fato de apresentar muita proliferagdo ndo implica

necessariamente em grande nimero de metastases, progressao da doencga e obito.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des do presente estudo permitem concluir

A baixa expressao da nucleofosmina se associou a maiores estadio clinico T e
N e a invasao de corpos cavernosos.

O aumento da expressdao imunoistoquimica do p53 se associou a pior
sobrevida livre de doenca na andlise univarida. Essa associagdo nao se
manteve no modelo multivariado, que apontou para invasdo de corpo
cavernoso ¢ presen¢a de metastases linfonodais como fatores independentes
para o risco de recidiva e 0bito pela doenga. A expressdao da nucleofosmina e
do Ki67 nao influenciaram a sobrevida livre de doenca.

A expressao da nucleofosmina, do p53 e do Ki67 nao influenciaram a
sobrevida global. No modelo multivariado apenas a invasdo vascular se
mostrou fator independente para o risco de 6bito.

A expressao da nucleofosmina, do p53 e do Ki67 nao influenciaram o risco de
metastases linfonodais. A analise multivariada mostrou o estadiamento clinico
N, a infiltragcdo de corpos cavernosos e¢ a invasdo perineural como fatores

independentes para o risco de metastases linfonodais.
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Apéndice 1 - Ficha de levantamento de dados.

Dados Gerais
LN O AP e e e
2.Data do AP: / /

4 Nome:

5.Revisto: (m) microfilme(p) ProNtUATIO ......c.eeeeveeeeuiieriieeiieeiieervee et e eree e eereeeaeeseneas ||

6.Idade a AdmissA0 (AN0S)......c.cevveerereerererennanns | | | Datada Admissdo: / /

7. Data de Nascimento: / /
8.Cidade:

9.UF:

10.Telefone:

Dados Epidemilogicos
11. Estado Civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) Divorciado (5) Outros (9)

12.Raga : (1) Branca (2) Amarela (3) Negro (4) Parda (9) Ign.......cccoocvvvivvcirncinncienierreenns ||
13. Orientagdo sexual: (1) Heterosexual (2) Homosexual (3) Bisexual (8) Nao
AVAITAVEL. ..ttt ettt ettt et e e e et et e et e et e e b e enbeen b e enseenteenteessenntenneens ||

14. Habitos sexuais: (1) Parceira(o) tunica(o) (2) Multiplas(os) parceiras(os) (8) Nao

AVAIAVEL ...ttt sttt e st e et e et et e e bt e st e b e esbe e b e erbeenbeenseerreesbeens ||
15. Idade dO Primeiro COTO.....ccuiiriiiiereereereeteetrestesteesteesteesteesseesseesseesseesseesseesseessessseans L
16.Antecedentes Venéreos: (0) Nao (1) Sim (9) Ig0....ccciiviiieiieiieiieece e ||
17. Se Sim, qual(s)?: (1) Gonorréia (2) Condiloma Acuminado (3) Uretrites (4) Lues (5)
HIV+/AIDS (6) Outras (D) LGN ||
18. Sinais / Sintomas: (1) Ferida (2) Dor (3) Inflamagdo (4) Distria (5) Prurido (6)
Outros (8) Nao se aplica (9) IgN....cccvueieciiieiiieieecie e ||
19.Tempo de Evolugdo (meses): (se ignorado 9999).........ccccvveviiiiiieciieenieesiee e, | | ]

20. Doengas prévias relacionadas: (0) Nao (1) Balanite Xerotica Obliterante (2) Liquen
escleroso (3) E. Queyrat (4) D. Bowen (5) Papulose Bowenoide (6) Balanopostite cronica (7)
Condiloma (8) Fimose (9) Outros (88) Nao se aplica (99) Ign............. ||

21. Postectomia: (0) Nao (1) Nao relacionada (2) Relacionada (3) Ao nascimento

(4) Infancia/Adolesc (5) Vida Adulta (6) Recente (8) Nido se aplica (9)



22. Situagdo a 1* consulta: (1) Biopsiado (2) Amputado (3) Esvaziado (4) Intacto (9)

3 s USSP ||
23. Tumor (AJCC 6): (1) T1 (2) T2 (3) T3 (4) T4 (9) TXuueeoeeiiieeeeeeeeeeeeeeee e ||
24. Linfonodos (AJCC 6):: (0) NO (1) N1 (2) N2 (3) N3 (9) NXuueeeoievieriiieienienienieeiesieene ||
25. Metastases (AJCC 6):: (0) MO (1) M1 (9) MXu..vvvoieriiiiiiienieeieseeseeesee e eesseesieeseeens ||
26. Estadiamento Clinico (AJCC 6): (0) ECO (1) ECI (2) ECII (3) ECIII (4) EC IV (9)
3 s O USSP ||
27. Classificagdo de Jackson: (1) St 1 (2) St1I (3) StII (4) StIV (9) Ign...............cet ||
28. Tumor (AJCC 7): (0) Tis (1) Ta (2) T1a (3) T1b (4) T2 (5) T3 (6) T4 (9) TXu.ceuvuenene. ||
29. Linfonodos (AJCC 7): (0) NO (1) N1 (2) N2 (3) N3 (9) NXuueervieieieeeeeeeieee e ||
30.Metéastases (AJCC 7): (0) MO (1) M1 (9) MXu.coouiiiiieiiieiiieeiee ettt svee s ||
31. Estadiamento Clinico (AJCC 7): (0) ECO (1) ECI (2) ECII (3) ECllla (4) ECIIIb (5) EC
V.|

32. Cirurgia: (1) Amp. Parcial (2) Amp. Total (3) Exérese (4) Postectomia (5) AIIA — Inter-
ileoabdominal (6) Emasculagdo (9) 1@MN......covierirrierieniieieesieesiteeieecee ettt ||
33. Data da amputagao / TESSECEA. ....ueureteereeertiertieriientienteeseeenteesseesseenseesseenseeseenns /

(4) Hemorragia (5) Outras (9) I8N ||
35. Tipo de espécime: (1) Bidpsia Incisional (2) Biopsia excisional (3) Penectomia Parcial
(4) Penectomia Total (5) Circuncisdo (6) Recorréncia em coto (7) Linfonodo isolado(8)
Metastase (9) Outros (99) I8Nttt ||
36. Localizagdo do tumor: (1) Glande (2) Prepucio (3) Sulco Balanoprepucial (SBP) (4)
Glande e SBP (predominantemente glande, >70%) (5) Prepucio e sulco SBP
(predominantemente prepucio, >70%) (6) Pele (7) Uretra Peniana (8) Multiplos sitios Quais?

37. Padrdo de Crescimento: (1) Crescimento superficial (2) Crescimento Vertical

(3) Verruciforme (4) Mais de um padréo: (D) Ign..ueeeeeieieeeiees ||
38. Lesdes associadas: (1) Placa (2) Papula (3) Noédulo (4) Ulcera (5) Outras (9)
3 o DSOS PRRUSRRRURt ||
Macroscopia:

39. Tamanho do da pega cirtrgica do penis (CM)...........ocviriiiiiiiiieeiirenciesieee e e e e
40. Tamanho do TUMOT (CIM) ....iviiieiiit it e e e eee e sreeebee e e e e
41. Distancia do tuUmor @ MAargemM (CIM) .....c.eevveeruerieerierieeeerteeeeeeeeeeseeseesaeesseesneenseenees
42. Localizagdo (macroscopia): (1) Glande (2) Prepucio (3) Sulco balano — prepucial (4)
Corpo (5) Uretra (6) Tumor multicéntrico (7) Escroto (8) Nao avaliavel (9) Recidiva



inguinal — interilio (10) Tu em coto recidiva (11) Outras 99)

43. Invasao (macroscopia) : (0) Nao tem (1) Corpo esponjoso (2) Corpo cavernoso (3) Uretra

(4) Osso (5) Raiz pénis (6) Pele (7) Escroto (8) Néao avaliavel (9) Outras _ (99)

Histologia
44, Histologia: (1) CEC (2) Warty (3) Papilar (4) Giant condiloma (5) Sarcomatoide (6)
Sendo glandular (7) Cuniculatum (8) Basaloide (9) Verrucoso (10) Warty — basaloide (11)
Uretra (12) Pseudo hiperplasia (13) Adeno — esquamoso (14) Mixed (15) Anaplasico (16)
Verrucosso Invasivo (17) Warty invasivo (18) Outros  (99) Ign........ccccceeveiveeciieecieecneennne. ||
45. Bordas : (1) Pushing (2) Infiltrating (8) Nao avaliavel (9) Ign........ccccceecvverciireceeennene, ||
46. Margem: (0) Negativa (1) Positiva (8) Nao avaliavel (9) Ign........cccovvvvevcenennnn. .

58. Thickness-AP (INM).....cccuieiiiiiiiiiiiieieecie ettt et et e eteeesebeessbeessbaeebeeesbeessseeennes
59. Index- 1/2/3/4/5/6 € (8) NAO avaliaVel.........ccueeviiiiiiiiiiicie e ||
60. Infiltracdo de orgdos adjacentes: (0) Nao (1) Presente (8) Nao avaliavel (9) Ign........... ||
61. Alteragdo sugestiva de HPV (coilocitose): (0) Ausente (1) Presente (9) Ign.................. ||
62. pN(AJCC7T): (0) NO (1) N1 (2) N2 (3) N3 (4) NX (9) IgN.ceciieiiiiieiieieeeeeee e ||
63. pM(AJCCT): (0) MO (1) M1 (9) Ign..neeneeei e, ||
64. Hiperplasia escamosa (Hiperesc): (0) Ausente (1) Presente (8) Nao avaliado (9) Ign....| |



65. Tipo Hiperplasia escamosa (Thiperesc): (0) Flat (1) Papilar (2) Pseudoepiteliomatosa

(3) Verrucosa (4) Outras (8) Nao avaliado (9) Ign........cccevvvevieviinienieriereeeeeeeeee e ||
66. Lesdao Superficial In Situ (SIL): (0) Nao tem (1) Baixo grau (2) Alto grau (8) Nao
F AL e Lo I (0] =4 s TR ||
67. Tipo de Lesdo Superficial In Situ (TSIL): (0) Warty (1) Escamoso (2) Basaldide (3)
Warty-basaloide (8) Nao avaliado (9) IgN........cceecviriiiiiiieiiecieciecieeesee e ||
68. Liquen Escleroso (LS): (0) Negativo (1) Positivo (8) Nao avaliado (9) Ign................... ||
69. Tipo de Liquen Escleroso (TLS): (0) Tipico (1) Atipico (8) Nao avaliado (9) Ign......... ||
70. Uretral: (0) Sil negativo (1) Sil positivo (8) Nao avaliado (9) Ign........c.ccceevevrverreennne. ||
Esvaziamento Ganglionar

71. Data do Esvaziamento: / /

72. Tipo esvaziamento ganglionar: (0) Nao (1) Inguinal (2) Inguino-iliaco (3)

Outros () 10 13 s T U USSR ||

74. Lateralidade do esvaziamento: (1) Unilateral (2) Bilateral (8) Nao se aplica (9) Ign...| |
75. Complicagdes relacionadas esvaziamento: (0) Nao (1) Infeccao (2) Deiscéncia

(3) Hematoma (4) Necrose (5) Linfedema (6) Ruptura de vasos (7) Outras
(8) Na0 s aplica (9) L@N..ccvieiieiieiieieeieee et ||

76. Total de Linfonodos examinados (se Ignorado 9999).........cccccecvvvviviienvenvennennen. L
77. Total de Linfonod0oS POSIEIVOS.......eecvievieriierieeiieieeieeteeieeseesesereseresssesssesssesssennns L

79.Cadeia Positiva: (1) Inguinal (2) Inguinal+Iliaco (3) Iliaco (4) Outras
(8) NAO S€ APLICA (9) I@N..uiiiiiiieiieciieceeeee ettt b e b e sab e sreesbesebeseseeens ||

Adjuvancia

80. Adjuvancia: (0) Nao (1) Quimioterapia (2) Radioterapia (8) Nao se aplica (9) Ign.......| |
81. Recidiva / Seguimento

82. Data da reCIdIVa.....eeiiieietieiieste ettt

83. Local da recidiva: (0) Nao (1) Coto (2) Regional (3) Pulmdes (4) Ossos (5) Figado (6)
Outros (8) Nao se aplica (9) IgN.....cccvieviieieeiie et ||

84. Tratamento da recorréncia; (0) Nao (1) Amputagdo (2) Linfadenectomia (3) Rxt (4) Qt
(5) Cirurgia meta (6) Outros (8) Nao se aplica (9) Ign.....ccoocvvvevveenienieinen, ||

85. Data do ultimo SEEUIMENLO. .......c.eeruieriieiietieieeieeee ettt e e /]



86. Situagdo no seguimento: (1) Vivo s/ doenga (2) Vivo com doenga (3) Obito por Cancer

(4) Obito por outra causa (5) Perdido de vista (9) Ign



