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RESUMO

O cancer de pénis € considerado uma neoplasia rara em paises desenvolvidos. No entanto,
possui alta incidéncia em paises em desenvolvimento, como os da Africa, Asia e América do
Sul. O estado do Maranhao, Brasil, possui a maior incidéncia global ja registrada da doenca,
sendo considerada um grave problema de satde publica local. Apesar de estar associado a
alguns fatores de risco, como infec¢@o pelo papilomavirus humano (HPV), ainda sdo escassos
trabalhos que visem compreender a biologia destes tumores, sobretudo com achados de valor
diagnodstico, progndstico e terapéutico. Diante disso, este estudo teve como objetivo
identificar o estado fisico gendmico do papilomavirus humano (HPV) em tumores de pénis e
avaliar o perfil de expressdo das proteinas ki67, pS3, p16 e E6. Foi realizado o levantamento
de casos diagnosticados em dois hospitais de referéncia no Maranhao (HUUFMA e HCAB),
dos quais 100 casos foram submetidos as andlises propostas neste estudo. Todos os casos
foram revisados histologicamente por dois patologistas distintos. A deteccio de HPV foi
conduzida por PCR qualitativa a partir de material biologico (DNA) obtido dos blocos de
parafina contendo tecido tumoral de cada paciente, utilizando os primers genéricos
PGMY09/11 e GP5+/GP6+. Os amplicons foram avaliados em gel de agarose a 1,5%. A
andlise de expressdo proteica foi conduzida por imuno-histoquimica, utilizando anticorpos
monoclonais para cada marcador e seguindo as recomendacdes do fabricante. O estado fisico
gendmico foi avaliado pelo método HPV/IntG/ PCR multiplex (in house), sendo classificado
em epissomal, integrado ou misto. Os resultados desta pesquisa revelaram alta prevaléncia de
tumores infectados pelo papilomavirus humano (HPV), com 67,1% dos casos positivos na
andlise molecular (PCR). Foi possivel avaliar o estado fisico gen6mico do HPV em 11
amostras, das quais todas possuiam integracdo viral no genoma hospedeiro, havendo um
padrdo de integracdo mais prevalente envolvendo as regides E1 e E7 do genoma viral
(54,5%). Quando avaliados histologicamente, 88,4% dos casos apresentavam alteracdes
sugestiva de infec¢do pelo virus (coilocitose) e 58 % apresentaram superexpressao da proteina
p16, marcador indireto de infeccdo por HPV de alto risco oncogénico. A positividade para
pl6 esteve associada a presenca de HPV por PCR (p=0,006), subtipos histolégicos associados
ao HPV (p=0,05) e subtipo histolégico basaldide (p=0,02). A auséncia de expressdo de E6
esteve associada a tumores bem diferenciados (p=0,001), auséncia de invasao angiolinfitica
(p=0,001) e perineural (p=0,001), estadiamento I-II (p=0,01) e tumores condilomatosos
(p=0,005). Enquanto que a positividade para E6 esteve associada a metdstase linfonodal
(p=0,001) e extensao extranodal (p=0,02). Cerca 64% dos casos foram negativos na analise
de expressdo de p53, a qual esteve associada a caracteristicas clinico-histopatolégicas como:
subtipo histolégico (p=0,002), grau de diferenciacdo (p=0,007) e tumor priméario (p=0,02). O
perfil de expressao de ki67 também revelou associagdo com importantes pardimetros, como
tamanho da lesdo (p=0,04), grau de diferenciacdo (p=0,001), invasdo perineural (p=0,05),
estadiamento (p=0,03), metastase linfonodal (p=0,002) e extensdo extranodal (p=0,002). Na
andlise de sobrevida livre da doenca (SLD), a presenca de coilocitose e negatividade para p53
estiveram associadas a melhor SLD, enquanto que a positividade para pl6 e E6 esteve
associada a menor sobrevida livre da doencga. Os achados desta pesquisa corroboram com
outros trabalhos que evidenciam alta prevaléncia de tumores de pénis infectados por HPV no
Maranhao e descreve pela primeira vez o perfil de integracdo do genoma viral em tumores de
pénis em uma area de alta incidéncia. Além disso, revela um perfil de expressao de proteica
com importantes associagdes com fatores diagnosticos e prognosticos.

Palavras-chave: cancer de pénis, HPV, p53, p16, ki67, E6, estado fisico HPV.



ABSTRACT

Penile cancer is considered a rare cancer in developed countries. However, it has a high
incidence in developing countries, such as Africa, Asia and South America. The state of
Maranhio, Brazil, has the highest global incidence ever recorded, being considered a serious
local public health problem. Despite being associated with some risk factors, such as human
papillomavirus (HPV) infection, there are still few studies that aim to understand the biology
of these tumors, especially with diagnostic, prognostic and therapeutic findings. Therefore,
this study aimed to identify the genomic physical state of human papillomavirus (HPV) in
penile tumors and to evaluate the expression profile of ki67, pS3, p16 and E6 proteins. The
survey of cases diagnosed in two referral hospitals in Maranhao (HUUFMA and HCAB) was
carried out, from which 100 cases were submitted to the analyzes proposed in this study. All
cases were histologically reviewed by two distinct pathologists. HPV detection was
conducted by qualitative PCR from biological material (DNA) obtained from paraffin blocks
containing tumor tissue from each patient using the generic primers PGMY09 / 11 and GP5
+ / GP6 +. Amplicons were evaluated on 1.5% agarose gel. Protein expression analysis was
conducted by immunohistochemistry using monoclonal antibodies for each marker and
following the manufacturer's recommendations. The HPV physical state was evaluated by the
HPV-IntG / PCR multiplex (in house) method and was classified as episomal, integrated or
mixed. The results of this research revealed a high prevalence of human papillomavirus
(HPV) infected tumors, with 67.1% of the positive cases in molecular analysis (PCR). It was
possible to evaluate the HPV genomic physical state in 11 samples, all of which had viral
integration in the host genome, with a more prevalent integration pattern involving the E1
and E7 regions of the viral genome (54.5%). When histologically evaluated, 88.4% of the
cases presented alterations suggestive of virus infection (koilocytosis) and 58% presented
overexpression of p16 protein, an indirect marker of high oncogenic risk HPV infection.
Positivity for pl16 was associated with the presence of HPV by PCR (p=0.006), HPV-
associated histological subtypes (p=0.05), and basaloid histological subtype (p=0.02).
Absence of E6 expression was associated with well-differentiated (p=0.001) tumors, absence
of angiolymphatic (p=0.001) and perineural (p=0.001) invasion, staging I-II (p = 0.01) and
condylomatous tumors (p = 0.005). While positivity for E6 was associated with lymph node
metastasis (p=0.001) and extranodal extension (p = 0.02). About 64% of the cases were
negative in p53 expression analysis, which was associated with clinical and histopathological
characteristics such as: histological subtype (p=0.002), degree of differentiation (p=0.007)
and primary tumor (p=0.02). The ki67 expression profile also showed association with
important parameters such as lesion size (p= 0.04), degree of differentiation (p=0.001),
perineural invasion (p=0.05), staging (p=0,03), lymph node metastasis (p=0.002) and
extranodal extension (p=0.002). In the analysis of disease-free survival (SLD), the presence
of koilocytosis and negativity for pS3 were associated with better SLD, while positivity for
pl6 and E6 was associated with lower disease-free survival. The findings of this research
corroborate other studies that show a high prevalence of HPV-infected penile tumors in
Maranhao and describe for the first time the profile of viral genome integration in penile
tumors in an area with high incidence of penile cancer. In addition, it reveals a protein
expression profile with important associations with diagnostic and prognostic factors.

Keywords: penile cancer, HPV, p53, p16, ki67, E6, HPV physical state.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer de pénis

De acordo com os levantamentos epidemioldgicos na drea, o cancer de pénis
(CaPe) é considerado uma neoplasia de ocorréncia rara em paises desenvolvidos,
principalmente na América do Norte e Europa Ocidental. De acordo com a Sociedade
Americana de Cancer, menos de um a cada 100.000 homens sao afetados pela doenca nos
Estados Unidos, com estimativa de 2.320 novos casos e 380 mortes por CaPe para o ano
de 2018 no pais. No entanto, hd uma alta incidéncia deste tipo de cancer em paises em
desenvolvimento, principalmente na Asia, Africa e América do Sul (POW-SANG et al.,

2010; CHRISTOULIDOU et al., 2015).

H4 poucos trabalhos que descrevam os aspectos etiologicos de CaPe quando
comparamos com o acervo de informacdes disponiveis para outros tipos de tumores
(ROMERO et al., 2013). Sabe-se que a doenga parece afetar mais frequentemente homens
em condi¢des socioecondmicas e educacionais desfavoraveis, sendo associada a fatores
como idade, fimose, ma higienizacdo do pénis, tabagismo, etilismo, condi¢des de
inflamacdo cronica no pénis e infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV)

(CARVALHO et al., 2007; SENKOMAGO et al., 2016; RODNEY, 2016).

Dentre os paises da América do Sul, o Brasil representa a localidade com maior
incidéncia da doenga. Até o ano de 2017, de acordo com um levantamento realizado por
Favorito e colaboradores (2008), a incidéncia de CaPe no Brasil variou de 2,9 a 6,8
afetados a cada 100.000 homens, correspondendo a cerca de 2,1% de todos os canceres
que afetam os homens no pais. Essa incidéncia flutua de acordo com a regido analisada,
sendo os casos mais comumente relatados em estados da regido Norte e Nordeste. Juntas,
estas regides respondem por 53% dos casos de CaPe registrados no pais (FAVORITO et
al., 2008; REIS et al., 2010; PAIVA et al., 2015).

A disparidade na incidéncia da doenga entre paises em desenvolvimento e
desenvolvidos evidencia sua associagdo com fatores socioecondmicos, sendo, portanto,
considerada um problema de saude publica (COSTA et al., 2013; TORBRAND et al.,
2016). No Brasil, esta diferencga torna-se mais evidente a medida que a doenca responde

por apenas 1,2% dos canceres que afetam os homens nas regides Sul e Sudeste, e chega



21

a representar 5,7% dos canceres em homens nas regides Norte e Nordeste (FAVORITO

et al., 2008).

Em um estudo realizado pela Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) em 2007, o
estado de Sdo Paulo esteve em primeiro lugar no ranking de incidéncia no Brasil,
respondendo por 24,26% dos casos registrados no pais. Em segundo lugar, esteve o estado
do Ceard, com 12,87% dos casos, seguido do Maranhdo, com 10,66%. Um ano apds este
levantamento, Favorito e colaboradores (2008) reafirmaram a alta incidéncia
principalmente no estado de Sdo Paulo e Maranh@o. No entanto, a posicao de Sdo Paulo
nesses estudos pode ser justificada pelo grande nimero de pacientes que se deslocam para
o estado em busca de melhores opcdes terapéuticas, além do viés da alta densidade

demografica do estado (IBGE, 2017).

Em contraste, o estado do Maranhdao historicamente possui caracteristicas
socioecondmicas de carater rural, sendo marcado por intensas desigualdades sociais e
extrema pobreza (IBGE, 2010). Nesse cendrio, o acesso a satide bdsica principalmente
nas zonas rurais € escasso, dificultando a realizacdo de consultas periddicas e
consequentemente impossibilitando o diagnéstico precoce de uma séria de doencas,

dentre estas, tumores de pénis.

Apesar dos levantamentos nacionais feitos pela SBU e Favorito e colaboradores
(2008), estes estudos ndo retratam de forma fidedigna a incidéncia da doenca,
principalmente no Norte e Nordeste. Nestas regides, de acordo com levantamentos em
estudos locais, acredita-se que o nimero de casos seja ainda maior. No Maranhao, a
incidéncia de CaPe permaneceu incerta durante anos, mascarando o real panorama da
doenca no estado. Isso se deve principalmente a falta de servicos de referéncia, o que

dificulta a triagem efetiva desses pacientes (FAVORITO et al., 2008).

Na tentativa de descrever a incidéncia da doenga no estado do Maranhdo, Coelho
e colaboradores (2018) publicaram um estudo epidemioldgico intitulado “Penile cancer
in Maranhdo, Northeast Brazil: the highest incidence globally?”. Este trabalho descreveu
392 pacientes diagnosticados com CaPe entre 2004 ¢ 2014 no Maranhdo. Apesar da
pesquisa ter sido realizada em um unico hospital do Estado, o célculo da Age-
standardized incidence rates (ASR) revelou uma incidéncia local de 6,1 afetados por
100.000 homens em um intervalo de cinco anos, a maior ja registrada no Brasil e no

mundo de acordo com a IARC (International Agency for Reserach on Cancer). Quando
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avaliada em um intervalo de 11 anos, essa mesma incidéncia sobe para 13,8 afetados para
cada 100.000 homens.

O perfil epidemiologico e clinico desses pacientes ¢ semelhante ao observado em
outros trabalhos, principalmente em regides com condigdes socioecondmicas similares a
do Maranhdo. Uma possivel explicacdo para a alta incidéncia de CaPe no estado ¢ a alta
prevaléncia de infec¢do pelo Papilomavirus humano (HPV), descrita por De-Sousa e
colaboradores (2015), por Pereira ¢ colaboradores (2017) e refor¢ada no trabalho de
Coelho e colaboradores (2018). Esta alta prevaléncia de HPV nos tumores de pacientes
do Maranhdo corrobora com o observado em tumores de colo uterino, um tumor
associado a infec¢do pelo virus e com maior incidéncia também no estado do Maranhado

(SILVA et al., 2011).

1.2 Caracteristicas clinicas

Diferente do que se observa em outros tipos de tumores mais prevalentes na
populacdo, ndo hd nenhum teste especifico amplamente recomendado para diagndstico
de CaPe. No entanto, alguns sinais clinicos que podem contribuir para a suspeita e
diagndstico precoce desta neoplasia. Segundo a Sociedade Americana de Cancer,
alteracdes na cor e textura da pele, presenca de nddulos, feridas e tlceras persistentes com
ou sem sangramento sdo as principais queixas associadas ao aparecimento do tumor.
Além disso, podem estar presentes secre¢des persistentes, geralmente com odor
incdmodo e feridas indolores.

O diagnéstico clinico de CaPe ¢é feito através do exame fisico do pénis e palpacdo
dos linfonodos regionais, podendo ser reforcado com a realizacdo de bidpsia excisional
(PIZZOCARO et al., 2010). Apds o diagnéstico clinico, a andlise histopatolégica
caracteriza o tumor quanto ao seu sitio primério e comprometimento da regido inguinal,
tornando-se peca chave na classificagdo e determinag@o do estadiamento tumoral (NAM
etal., 2017). De forma complementar, procedimentos como tomografia computadorizada
e/ou ultrassonografia podem ser utilizados para aprimorar o diagnoéstico clinico-
histopatologico e investigar a presenca de metastase regional ou a distancia (MOSCONI
et al., 2005).

Ha poucas opgdes terap€uticas para CaPe, os métodos mais comumente utilizados
sdo a excisdo simples da lesdo ou realizacdo de penectomia (amputacdo do pénis)

(ESCANDE et al., 2017; NAM et al., 2017). A braquiterapia e radioterapia também
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podem ser adotadas, apesar de geralmente haver resisténcia dos tumores ao tratamento
radioterdpico, e os casos com boa resposta inicial t€ém indices significativos de recidiva
local.

O comprometimento linfonodal € um evento frequente em pacientes com CaPe,
geralmente associado a um quadro de progndstico desfavoravel (KOIFMAN et al., 2011).
A linfadenectomia (esvaziamento linfonodal) é geralmente adotada como medida
profildtica, ainda que em 30 a 86% dos casos este procedimento esteja associado a alta
morbidade e complicacdo pés-operatorias (GUIMARAES et al., 2011; O’BRIEN et al.,
2017). A prética justifica-se pelo risco de linfonodos palpaveis representarem eventos de
micro metéstase. No entanto, o que se observa nesses pacientes € a presenca de metdstase
em cerca de 20% dos casos que ndo apresentam linfonodos palpaveis ao exame fisico,
enquanto que, 50% daqueles com linfonodos palpdveis nao possuem metastase quando
feita a andlise histologica dos linfonodos apds a cirurgia (DE PAULA et al., 2005;
CHIPOLLINI et al., 2017) A identificacdo precoce de comprometimento linfonodal é
crucial para avaliagao progndstica em CaPe.

Em um trabalho realizado por Couto e colaboradores (2014), cerca de 31,9% dos
casos possuiam metdstase linfonodal uni ou bilateral. Avaliando este mesmo parametro
em pacientes do estado do Maranhao (Brasil), Coelho e colaboradores (2018) encontram
um percentual 54% de comprometimento linfonodal. O impacto do comprometimento
linfonodal pode ser observado na anélise de sobrevida livre da doenga (SLD), que em
CaPe geralmente € de cinco anos em 80,34% dos casos com linfonodos negativos (SHAH
et al., 2016; MONTIEL—JARQUfN et al., 2017). Esse percentual cai de acordo com o
numero de linfonodos comprometidos (40-70% em N1; 33-50% em N2 e 20-35% em N3)
(NOVARA et al., 2007), havendo uma correlacdo negativa entre comprometimento
linfonodal (inguinal ou pélvico) e SLD.

No Brasil, de acordo com o Hospital A.C Carmargo, cerca de 90% dos pacientes
procuram atendimento médico somente em estdgios mais avancados, e geralmente ja
possuem comprometimento de linfonodos regionais. O diagndstico tardio € geralmente
atribuido ao receio em procurar diagndstico médico assim que se iniciam 0S sintomas
(SOUZA & MARQUES, 2015). O atraso no diagndstico limita a conduta terapéutica € a
realizacdo de penectomias torna-se “padrdo ouro” no tratamento da doenca, gerando

conseqiiéncias fisicas e psicoldgicas danosas aos pacientes (RAPOSO et al., 2016).
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1.3 Classificacao Histopatolégica

No ambito histolégico, grande parte dos casos de CaPe apresentam-se como
carcinomas de células escamosas (CECs) de carater invasivo (SHANCHEZ et al., 2015).
Os CECs representam cerca de 95% dos casos de CaPe, geralmente com lesdes
originando-se na glande (80% dos casos), prepucio (15%) ou sulco coronal (5%)
(POMPEDO et al., 2006; WHO, 2016).

Uma pequena parcela desses tumores sdo carcinomas in situ (5%), que também
sdo lesdes malignas do epitélio escamoso, no entanto, possuem crescimento restrito ao
sitio primdrio da lesdo, ndao havendo comprometimento das estruturas adjacentes
(MICALI et al., 2006). O carcinoma in situ quando restrito a glande, prepucio ou haste
do pénis, € chamado de Eritroplasia de Queyrat, e quando ha envolvimento da pele da
haste do pénis, escroto e perineo, ¢ chamado de Doenca de Bowen (BEGLIOMONI,
2001).

Os casos de CaPe assemelham-se a carcinomas epiderméides de outros sitios, com
perda da diferenciacdo celular da camada basal em dire¢do a apical, e geralmente com
aspectos bem ou moderadamente diferenciados (POMPEO et al., 2006; GUIMARAES et
al., 2009). Aos caracteres macroscOpicos, os tumores possuem aparéncia varidvel, de
lesdes nodulares ulceradas e/ou vegetantes e com padrdes de crescimento exofitico e/ou
endofitico.

Diversos subtipos histolégicos sdo descritos para CaPe, com bastante
heterogeneidade quanto a padrdes de crescimento, agressividade e progndstico. H4 maior
prevaléncia do subtipo usual (45-65%), seguido do subtipo papilifero (5-15%), basal6ide
(4-10%), condilomatoso (7-10%), verrucoso (3-8%), além da ocorréncia de tumores com
caracteristicas de mais de um subtipo histologico (mistos) (HANKENBER et al., 2015).

H4 duas possiveis vias descritas para tumorgénese de CaPe: uma relacionada a
infeccao por HPV de alto risco, e outra ndo relacionada a HPV (geralmente atrelada a
processos de inflamacdo cronica) (KAYES et al., 2007). Dessa forma, a classificacdo
histopatoldgica desses tumores foi dividida entra subtipos que se correlacionam com a

presenca do virus e os que geralmente ndo se observa infec¢dao por HPV (Tabela 1).
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Tabela 1. Subtipos histoldgicos em cancer de pénis.

CECs nao relacionados ao HPV

1. CECtipo usual

2. CEC pseudohiperplasico

CEC pseudoglandular

CEC verrucoso

CEC papilifero

CEC adenoescamoso

CEC sarcomatdide

© Nl o »| B W

CEC misto

CECs Relacionados ao HPV

1. CEC basaldide

CEC misto (papilifero-basaléide)

2. CEC Warty-basaldide

3. CEC condilomatoso
CEC misto (condilomatoso-basaléide)

CEC de células claras

4. CEC linfoepitelioma

Fonte. Adaptado (WHO, 2018)

Em relagdo as caracteristicas intrinsecas de cada subtipo histoldgico, € sabido que
os aspectos dos CECs usuais variam de acordo com fatores como a localizacdo da lesdao
e o grau de estadiamento, repercutindo diretamente no progndstico deste subtipo
(CHAUX & CUBILLA, 2012). A maioria dos tumores usuais € de alto grau, com
presenca de invasdo angiolinfética e indice de mortalidade em torno de 29% dos casos
(WHO, 2016). Os tumores papiliferos, no entanto, geralmente possuem lesoes irregulares,
de aspecto papilar ou verruciforme, com padrdo de crescimento exofitico, rara ocorréncia
de metastase e prognostico favoravel (CHAUX & CUBILLA, 2012).

Os CaPe subtipo basal6ide macroscopicamente sdo lesdes solidas, ulcerativas e de
padrao inespecifico (CUBILLA et al., 2000). Esses tumores sdo considerados agressivos
e de prognostico desfavordvel, pois apresentam alto graduamento histolégico, invasoes
profundas nos corpos cavernosos, frequente comprometimento angiolinfatico e

ocorréncia de metéstase linfonodal precoce (CHAUX et al., 2011; WHO, 2016). Ja os
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tumores condilomatosos possuem crescimento lento, com lesdes de crescimento exofitico
e com aspectos verruciformes. Os CECs condilomatosos sdo fortemente associados a
infeccdo por HPV (hipergranulose e coilocitose), rara ocorréncia de metdstase e
progndstico favordvel (CHAUX et al., 2010). Os CECs verrucosos sdo exofiticos, de
aspecto papilomatoso, bem diferenciados (JHONSON et al., 1995) e geralmente
negativos para HPV. Na grande maioria dos casos, esses tumores possuem crescimento
lento, sem ocorréncia de metdstase e prognoéstico favorédvel (LI, 2015).

O sistema de classificagdo recomendado para CaPe ¢ o TNM (Tabela 2), proposto
pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) em cooperagdo com a Union for
International Cancer Control (UICC). Esse sistema leva em consideragdo as
caracteristicas do tumor primdrio (T), o comprometimento de linfonodos regionais (N) e
a ocorréncia de metdstase a distancia (M). O agrupamento destas informagdes possibilita

a avaliacdo do estadiamento tumoral (PIZZOCARO et al., 2010).

Tabela 2. Sistema TNM para estadiamento de cancer de pé€nis de acordo com AJCC e IUAC.

(T) Tumor primario CRITERIO
X Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncias de tumor primario
Tis Carcinoma in situ (Neoplasia intra-epitelial do pénis — PelIN)
Ta Carcinoma de células escamosas, localizado e ndo invasivo

Glande: tumor invade a lamina prépria
Prepucio: tumor invade a derme, lamina prépria ou dartos.
T1 Haste: tumor invade o tecido conectivo entre a epiderme e corpos
cavernosos independentemente da localizagdo.
Todos os sitios com ou sem invasao linfatica ou perineural, sendo de

alto grau ou nao.

Tla Tumor sem invasao linfatica e perineural, ndo sendo de alto grau (Grau

3 ou sarcomatéide)

Tlb Tumor apresenta invas3o linfatica e/ou invasdo perineural ou é de alto

grau (grau 3 ou sarcomatéide).

T2 Tumor invade o corpo esponjoso (tanto na glande quanto na parte

ventral da haste do pénis), invadindo ou ndo o trato uretral.

T3 Tumor invade os corpos cavernosos (incluindo tunica albuginea),

invadindo ou ndo o trato uretral.

T4 Tumor invade os tecidos adjacentes (escroto, prostata, osso pubico)
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(N) Linfonodos Regionais*

Nx Metastase para linfonodos ndo pode ser avaliada

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 < 2 metastase inguinal unilateral, sem ENE

N2 > 3 metdstase inguinal unilateral ou bilateral

N3 ENE da metastase linfonodal ou metdstase para linfonodos pélvicos.

(M) Metastase

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Presenca de metdstase a distancia

Estadiamento

Ois Tis, NO, MO
Oa Ta, NO, MO

I T1a, NO, MO
Ila T1b, NO, MO
Ila T2, NO, MO
IIb T3, NO, MO
Ila T1-3, N1, MO
b T1-3, N2, MO
1% T4, N+, MO

1% Tis-T4, N3, MO
\ Tis-T4, N+, M1

Grau de Diferenciagao

G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

(*) Classificacdo histopatoldgica de linfonodos. Fonte. AJCC, 2018.

1.4 HPV & cancer de Pénis: aspectos gerais

A associagdo entre infecgdo pelo HPV e o desenvolvimento de CaPe vem sendo
cada vez mais evidenciada a medida que se observa alta positividade para o virus nesses
tumores (AFONSO et al., 2017). De acordo com o método de detec¢do, cerca de 60% a
90% dos casos de CaPe sdo positivos para HPV, sendo os subtipos mais prevalentes o 16,

18, 31 ¢ 33 (LEBELO et al., 2014; ALEMANY et al, 2016). Como citado anteriormente,



28

alguns subtipos histolégicos associam-se mais a presencga do virus. CaPe condilomatosos
tendem a ser positivos para o HPV (THAPA et al., 2017), enquanto os basaldéides chegam
a 66,3% de positividade e os verrucosos parecem nao estar associados a infecc¢io pelo
virus, com positividade em 22,4% dos casos (STRATTON et al., 2016).

A prevaléncia do HPV em CaPe parece acompanhar a prevaléncia local de infeccao
por HPV em individuos sauddveis. Em uma revisdao feita por Backeset al. (2009) a
prevaléncia global de HPV em CaPe foi de 47,9%, variando de 39,7% (América do Sul)
a 59,3% (Asia). Na Africa, a prevaléncia de HPV em certas regides pode chegar a 100%
(YANG et al., 2015). Corroborando com os achados de incidéncia de CaPe, onde paises
da Africa, Asia e América do Sul sdo os com maior prevaléncia de infecgio pelo virus
(BLEEKER et al., 2009; CHRISTOULIDOU et al., 2015; MARTEL et al., 2017).

Em estudos realizados no Brasil, a positividade para o virus nesses tumores varia
de acordo com aregido estudada. No Rio de Janeiro, em trabalhos realizados por Scheiner
e colaboradores (2008) e Afonso e colaboradores (2012), a positividade para HPV em
CaPe oscilou de 60 a 75%, sendo mais frequentemente encontrado o subtipo viral 16,
classificado como de alto risco oncogénico. No estado do Maranhdo, o primeiro estudo
com tumores de pénis e HPV foi conduzido por De-Sousa e colaboradores (2015), onde
foi possivel identificar a presenca do virus em 63,15% dos tumores avaliados, sendo mais
frequentes os subtipos 16, 18, 45 e 69. Posteriormente, Martins et al. (2018) detectaram
o virus em 89,1% dos tumores avaliados no Maranhao, dos quais os subtipos virais mais
frequentes encontrados foram o 16 e 18.

Diante da alta prevaléncia de HPV em CaPe, a detec¢do do virus torna-se crucial
para melhor compreensao dos aspectos etiologicos dos tumores, além da estratificacdo de
risco, pois entre os tumores positivos, aqueles que apresentam subtipos virais de alto risco
oncogénico possuem maior agressividade (INCA, 2017). Entretanto, a infeccdo parece
conferir vantagem progndstica quando comparados grupos de tumores positivos e
negativos para o virus. Observa-se um aumento de até cinco anos na sobrevida geral dos
pacientes com tumores positivos em relacdo aos casos negativos (ANG et al., 2010;
KOERBER et al., 2014), sendo esta relacdo descrita em cancer orofaringeal e também
em pacientes com CaPe (FLAHERTY et al., 2014).

A principal dificuldade encontrada na correta estratificacdo dos grupos HPV
positivos e HPV negativos é a metodologia utilizada para a deteccdo do virus. Na
literatura cientifica sdo descritos inimeros métodos para deteccao do HPV, no entanto,

estes variam quanto a sensibilidade e especificidade, refletindo na oscilacdo de
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positividade observada entre os estudos (MARTINS, 2013). A deteccdo por captura
hibrida tem sido bastante utilizada na prética clinica e na pesquisa cientifica nos dltimos
anos, porém, limita-se a deteccdo somente de subtipos virais de alto risco oncogénico
(RODRIGUES et al., 2009). Além desse método, hibridizacdo in situ, Southern blot e
citometria de fluxo podem ser empregados na identificacio do HPV (KRIEGSMANN et
al., 2017; MILLS et al., 2017).

A deteccao e genotipagem do virus com base em sequéncias gendmicas t€m sido o
método mais recomendado atualmente e considerada padrdo ouro no estudo de HPV
(RODRIGUES et al., 2009). A PCR (Polymerase Chain Reaction) demonstra-se eficiente
tanto em sensibilidade quanto especificidade na deteccao gendmica do virus em amostras
bioldgicas. Através da amplificacdo in vitro de regides gendmicas conservadas entre os
subtipos virais, com a PCR (convencional ou em tempo real) € possivel realizar a deteccao
do HPV mesmo em amostras com carga viral baixa (DONG et al., 2017).

Do ponto de vista histoldgico, a observacao de certas alteracdes citoldgicas também
sdo ferramentas bastante utilizadas por patologistas na detec¢do do virus em amostras
tumorais e normais (PRIGGE et al., 2016). Dentre estas alteracdes, os coildcitos sao as
mais encontradas, e citologicamente caracteriza-se por vacuolizacdo perinuclear,
aumento do nucleo celular e presenca de binucleagdes. Os coildcitos sdao frequentemente
achados descritos em lesdes pré-malignas do célon uterino (SILVA et al., 2011).

De forma complementar, estudos recentes desmontaram a eficdcia da andlise de
expressao da proteina p16 em pacientes com tumores associados ao HPV, pois na maioria
dos casos positivos t€ém-se observado superexpressao dessa proteina (ADILBAY et al.,
2018). A andlise de expressio de pl6 por imuno-histoquimica € um método
economicamente vidvel na pratica médica, e tém sido bastante utilizado em laboratdrios
de patologia para constatacdo de acdo viral em tumores de pénis € em outros tumores
associados ao HPV (ROMAGOSA et al.,, 2011). Diante dos pontos abordados, a
identificacdo do HPV em CaPe pode ser considerado uma etapa crucial para avaliacdo

prognostica e elucidagdo etioldgica desses tumores (FLAHERTY et al., 2014).

1.5 Oncogénese induzida por HPV

A medida que a ciéncia avanca em busca da melhor compreensao da biologia do

BN

cancer, é cada vez mais comprovada a associacdo desta doenca com a ocorréncia

alteracOes genéticas nas células (SNUSTAD & SIMMONS, 2013). Estas perturbacdes
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genéticas tornam-se mais acentuadas a medida que afetam componentes cruciais para
correta manuten¢do da homeostase celular.

Diante da complexidade do genoma humano e as indmeras vias de alteracdes que
induzem a desregulacdo celular e génese tumoral, a principal dificuldade encontrada no
estudo do cancer € o estabelecimento de regimes de tratamento com base nas alteracdes
genéticas dos tumores, que geralmente possuem células de perfis heterogéneos. Esta
heterogeneidade tumoral € ocasionada principalmente por acumulo de mutacdes e
disfun¢des nos mecanismos normais de divisao celular, resultado em células de padrao
de crescimento e componentes genéticos varidveis (BRENNAN et al., 2015).

O conhecimento acerca da patogénese molecular de CaPe € muito limitado,
especialmente quando comparado com outros canceres. No entanto, alguns estudos t€ém
observado vdrias alteracdes nesses tumores, tais como alteracdes no nimero de copias
génicas (CNA, do inglés — Copy Number Alteration), dele¢des, aneuploidias,
desregulagdo na expressao génica, mutacdes génicas, expressao proteica desbalanceada e
alteracdes epigenéticas (KAYES et al.,, 2007). Essas alteracdes estdo presentes
principalmente em vias moleculares importantes para a génese do cancer, manutenc¢io do
fendtipo tumoral e ocorréncia de metastase.

H4 duas possiveis vias descritas para tumorgénese de CaPe: uma relacionada a
infec¢do por HPV de alto risco e outra ndo relacionada a HPV, esta dltima geralmente
atrelada a processos de inflamagdo cronica. Na via associada ao HPV, as alteracoes
assemelham-se muito as encontradas em outros tumores associados ao virus, como cancer
de cdlon do ttero, e cancer de cabeca e pescoco, com disrup¢ao em rotas bioquimicas
envolvendo principalmente as proteinas do retinoblastoma (pRB), p53, p16 e p21 (WHO,
2016).

Os mecanismos envolvidos na turmorgénese induzida por HPV sdo bem descritos
em um amplo espectro de lesdes malignas de cabeca e pescoco, orofaringe e
principalmente em tumores do célon uterino (BANSAL et a., 2016; GAO & SMITH,
2016; INCA, 2017). Este virus de DNA dupla fita circularizado (BOCCARDO & VILLA,
2004) possui tropismo por tecidos cutaneos € mucosos, com um ciclo de vida dependente
do processo de diferenciacdo das células do epitélio escamoso. O inicio do ciclo no
hospedeiro ocorre a partir da infec¢do na regiao mais basal do epitélio, facilitada por poros

gerados em microlesdes teciduais na regido genital. Apds a infeccdo, o genoma do HPV
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se estabiliza nas células em forma de elemento extracromossdmico (epissoma) ou de
forma integrada ao DNA nuclear da célula hospedeira (SOUTO et al., 2005).

Na célula hospedeira, as proteinas virais lancam mao de mecanismos complexos
para induzirem a desregulacdo celular. O principal deste, e mais bem estudado, € o
potencial oncogénico das proteinas virais ES, E6 e E7, que juntas atuam diretamente no
descontrole da homeostase celular, promovendo proliferacdio descontrolada e
transformacdo das células (ZUR et al., 2000). A via descreve o papel regulatério que E6
exerce sob a proteina celular p53, uma importante proteina supressora tumoral, que ao se
ligar a E6 e outras proteinas acessorias, € induzida a degradacdo proteossomica. Também
€ bem elucidado o efeito de E7 sob a proteina do retinoblastoma (pRB). Esta interacdo
leva a perda da funcdo regulatdria exercida por pRB na célula, permitindo a ativacao
constitutiva de fatores de transcri¢ao e direcionamento a progressao da fase GO para S no
ciclo celular (CAMUS et al., 2007; KHATTAKA et al., 2017).

A expressao dessas oncoproteinas ocorre principalmente nas camadas basal e supra
basal do epitélio, favorecendo a replicacdo do genoma viral nas células que estdao em
constante divisdo (PYEON et al., 2009). Nas células mais superficiais sdo expressos 0s
genes L1 e L2, codificantes de proteinas do capsideo viral e responsaveis pela a formagao
de novas particulas virais (FLORIN et al., 2002).

A infec¢do pelo HPV depende principalmente de fatores como permissividade
celular, subtipo viral e condi¢cdes imunolégicas do hospedeiro (BLEEKER et al., 2009;
DOOBAR et al., 2012). H4 poucos estudos que busquem compreender o porqué de em
um mesmo grupo de individuos infectados, uma parcela persista com a infec¢@o (gerando
lesdes epiteliais ou o proprio cancer), e outra ocorra regressdao natural e eliminacido do
virus. Alguns estudos sugerem a idade e o tabagismo como fatores de risco para infec¢oes
persistentes (ROSITCH et al., 2013). Além disso, observa-se que, em mulheres com
menos de 30 anos as infeccdes regridem naturalmente, ao ponto que acima dessa idade a
persisténcia parece ser mais frequente (INCA 2017).

O estado fisico do genoma do virus na célula hospedeira também parece
desempenhar um importante papel na persisténcia das infec¢des e indugdo de lesdes. Em
células do epitélio do célon do ttero, a integracdo do genoma do virus ao genoma celular
€ descrita como uma etapa crucial para evolucdo de neoplasias intra-epiteliais para
tumores invasivos (PETER et al., 2006). Acredita-se também que as proteinas E6 e E7
cooperem na perturbacdo dos mecanismos de duplicacdo e segregacdo cromossOmica

durante a mitose, induzindo instabilidade gendmica (LIU et al., 2016).
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O processo de integracdo ocorre geralmente por ruptura da regido E2 do genoma
viral (responsdvel por regular negativamente a expressio de E6 e E7), gerando um
feedback positivo na expressao de E6 e E7, contribuindo para maior perturbacdo do ciclo
celular hospedeiro e manutencdo do fenétipo tumoral (AKAGI et al., 2017). A integracao
do genoma viral parece ocorrer mais frequentemente em regides denominadas sitios
frageis no genoma celular (do inglé€s, fragile sites), pois estas regides sao mais suscetiveis
a quebra de dupla fita do DNA (THORLAND et al., 2000; MCBRIDE & WARBURTON,
2017).

O processo de integracdo viral pode levar a variagcdo no ndmero de cépias génicas
em aproximadamente 1/3 dos sitios de integracdo ou em regides proximais (AKAGI et
al., 2014). Isso ocorre devido o mecanismo de looping durante o processo de integracio,
com formacao de estruturas intermedidrias entre o DNA viral e o DNA genémico. Entre
os estudos na area, nao foram encontrados padrdes de integracdo, podendo este processo
ocorrer em vdrias regides gendmicas de forma aleatéria. No entanto, em
aproximadamente 10% dos tumores de célon do tutero, a regido 8q24 do genoma parece
ser comprometida por integra¢do, havendo aumento no nimero de cépias génicas de C-
MYC, um gene frequentemente superexpresso em tumores, atuando como fator de

transcricdo de outros genes que estimulam a proliferacao celular (SHEN et al., 2017).
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2. OBJETIVO

2.1 Geral

v

Determinar o estado fisico gendmico do papilomavirus humano (HPV) e

realizar andlises imuno-histoquimicas em tumores de pénis.

2.2 Especificos

v

<

Caracterizar o perfil dos pacientes com diagndstico clinico-
histopatolégico de cancer de pénis quanto as varidveis clinico-
epidemioldgicas;

Detectar a presenca do Papilomavirus humano (HPV) em tumores de
pénis;

Identificar o estado fisico do genoma do Papilomavirus humano (HPV)
nos tumores positivos para o virus;

Avaliar a expressao da oncoproteina E6 nos tumores HPV positivos;
Avaliar a expressao das proteinas celulares p16 e p53 nos tumores;
Avaliar o indice de proliferac@o celular por meio a andlise de expressao da
proteina ki67;

Identificar alteragcdes histoldgicas compativeis com a presenga do
Papilomavirus humano (HPV) nos tumores;

Correlacionar os fatores associados ao HPV e o perfil de expressao

proteica com os parametros clinico-histopatoldgicos avaliados;
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi conduzida seguindo as regulamentacdes previstas na Resolucdo
CNS/MS n.° 466/2012 para pesquisa com seres humanos, e possui aprovacdo pela
Comissao Cientifica do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo
(COMIC-HUUFMA), parecer n° 127/2018, e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Hospital Universitirio da UFMA, parecer n° 3.122.045 e CAAE n°
05918918.9.0000.5086 (Anexo A).

3.2 Caracterizacao do estudo

Trata-se de uma pesquisa experimental de cardter retrospectivo. Foi realizado o
levantamento de casos diagnosticados com neoplasia maligna do pénis (CID 10C60) em
dois hospitais de referéncia localizados em Sao Luis — MA. A pesquisa envolveu a revisao
de dados clinicos e histopatoldgicos, deteccao do papilomavirus humano (HPV) e

realizacdo de ensaios de expressdo proteica por imuno-histoquimica.

3.3 Periodo e local

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratério de Imuno-histoquimica e Microscopia
Eletronica (LIME) e no Centro de Pesquisa Clinica (CEPEC) do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhdao (HU-UFMA), no periodo de mar¢co de 2018 a
setembro de 2019.

3.4 Amostras

Os pacientes inclusos nesta pesquisa foram diagnosticados no Hospital
Universitdrio da Universidade Federal do Maranhdo (HU-UFMA) e no Hospital do
Cancer Aldenora Bello (HCAB). As amostras tumorais utilizadas nas etapas
experimentais deste trabalho foram provenientes do arquivo de pecas cirurgicas inclusas

em parafina (FFPE) do setor de Patologia do HU-UFMA e HCAB.
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3.5 Critérios de inclusido

Foram inclusos pacientes com diagnéstico clinico e histopatolégico de cancer de
pénis, maiores de 18 anos, que realizaram procedimento cirdrgico como primeira op¢ao
terapéutica e que possuiam blocos e laminas disponiveis para revisdo histolégica e

realizag@o dos ensaios propostos nesta pesquisa.

3.6 Critérios de exclusao

Nao foram inclusos pacientes com diagndstico clinico e histopatolégico de cancer
pénis com dados incompletos no prontudrio médico que impossibilitavam o levantamento
de dados demograficos, clinicos e laboratoriais. Também foram excluidos aqueles com

auséncia de material em condi¢cdes adequadas para andlise.

3.7 Variaveis avaliadas

As varidveis demograficas, clinicas, histopatolégicas e moleculares avaliadas
neste trabalho foram: idade ao diagndstico, naturalidade, escolaridade, ocupacdo
principal, estado civil, tabagismo, etilismo, fimose, tipo de cirurgia, topografia da lesao,
tamanho da lesdo, caracteristicas macroscépicas do tumor, tipo e subtipo histolégico, grau
de diferenciacdo, invasdo angiolinfitica e perineural, tumor primdrio, estadiamento
tumoral, presenca de HPV, estado fisico do HPV, expressao de p16, expressao de p53,
expressao de ki67, expressao de E6, deteccdo de coildcitos, linfonodomegalia, metastase

linfonodal, extensdo extranodal, tempo de seguimento.

3.8 Etapas do estudo

3.8.1 Levantamento de casos

Foi realizado levantamento de casos com diagnostico clinico e histopatolégico de
cancer de pénis no Hospital do Cancer Aldenora Bello (HCAB) e no Hospital
Universitario Presidente Dutra (HUUFMA), em Sao Luis (MA) entre 2008 e 2019. O
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levantamento foi conduzido a partir da busca por laudos emitidos pelo setor de patologia

de ambas as unidades hospitalares.

3.8.2 Revisio de laminas

Ap6s aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, os casos selecionados
foram submetidos a revisao criteriosa das laminas de HE de todos os espécimes para
confirmagdo do diagndstico histoldgico e classificacdo dos tumores de acordo com os
critérios propostos pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), 8* edicdo.
Todos os tumores foram avaliados por dois patologistas, em caso de discordancia, os

critérios foram revistos em conjunto.

3.8.3 Selecao de area tumoral

Ap6s a andlise do conjunto de 1amina de HE dos tumores de cada paciente, foi
selecionada uma drea representativa do tumor que contivesse no minimo 70% de
células tumorais. A mesma drea selecionada foi utilizada para as andlises de imuno-

histoquimica e extracdo de DNA para detec¢do do HPV.

3.8.4 Expressiao proteica por imuno-histoquimica

Para anélise de expressao proteica por imuno-histoquimica foi utilizado o kit
Dako EnVision™ e processamento em equipamento PT Link (DAKO). Inicialmente
os blocos com dreas representativas do tumor de cada paciente foram refrigerados a -
20°C por 60 minutos. Para cada bloco, foram realizados cortes histolégicos de 3um
de espessura, os quais foram dispostos em laminas silanizadas préprias para imuno-
histoquimica. As laminas foram incubadas em estufa por 30 minutos a 60°C para
remocgdo do excesso de parafina (desparafinizacdo). Apos esta etapa, as laminas foram
imersas em solugdo de recuperacdo contendo Dako Target Retrievel Solution (10x)
diluido numa proporcdo de 1:10 em agua destilada, e submetidas a ciclagem de
temperatura no PT Link de acordo com protocolo padrdo disponibilizado pelo
fornecedor (pré-aquecimento a 65°C; recuperacdo antigénica a 97°C por 20 minutos;

arrefecimento para 65°C).
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Em seguida as ladminas foram lavadas em Dako Wash Buffer (1x) por cinco
minutos. Posteriormente foram realizadas as seguintes etapas: bloqueio de peroxidase
enddgena (5 min), aplicacdo de anticorpo primdrio monoclonal para cada marcador
avaliado (60 min); aplicacdo de polimero (20 min); revelagdo em cromogeno 3,3’
Diaminobenzidina (DAB) (10 min), contra coloracdo em Hematoxilina de Harris (5

min) e montagem das laminas para andlise em microscépio 6ptico.

A andlise de expressdo proteica foi realizada de forma semi-quantitativa por
dois patologistas, seguindo as metodologias propostas por Cubilla et al., (2011), para
andlise de p16, Berdjis et al., (2005), para andlise de ki67, por Lopes et al., (2002),
para andlise de p53 e por Lin et al., (2010), para andlise de E6. As especificagdes dos

anticorpos monoclonais utilizados estao dispostas na tabela 3.

Tabela 3. Especificagdes dos anticorpos utilizados nos ensaios de imuno-histoquimica.

Anticorpo  Clone Espécie Fornecedor Diluigao Marcagao
Anti-p16 IHC116 Camundongo INOPAT 1:100 Nuclear/citoplasmatica
Anti-p53 DO-7  Camundongo Dako Pronto para uso Nuclear
Anti-ki67 MIB-1  Camundongo Dako Pronto para uso Nuclear
Anti-E6 C1IP5 Camundongo Abcam 1:200 Citoplasmatica

3.8.5 Extracdao de DNA

Para obtencao de material genético (DNA) de tecido FFPE, foram realizados
trés cortes de 10 um de cada material parafinado e transferidos para um microtubo de
2,0 mL. Foi adicionado 1,0 mL de xilol em cada amostra, as quais foram incubadas
por 5 minutos a 50°C para remog¢do do excesso de parafina (repetindo este processo
trés vezes). As amostras foram centrifugadas a 14.000 RPM por 2 minutos, apos esta
etapa foi descartado o sobrenadante, sendo o mesmo procedimento realizado trés
vezes. Posteriormente adicionou-se 1,0 mL de etanol em casa amostras, as quais
foram centrifugadas novamente a 14.000 RPM por 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado e repetiu-se a lavagem com etanol por trés vezes. Apds a ultima lavagem
com etanol as amostras foram incubadas a 37°C em termobloco por 40 minutos para
secagem. Em seguida foram submetidas as etapas de isolamento de DNA por meio
do kit QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen Cat No/ ID 56404), seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. As amostras foram diluidas em 50 pL de tampdo de eluicao

e avaliadas quanto a qualidade de extracdo através de quantificacdo em
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espectrofotometro NanoDrop®, com concentracdes expressas em ng/uL, e avaliacio
de pureza com medidas 260/280 (entre 1,8 e 2,0) e 260/230 (acima de um). As

amostras de DNA foram armazenadas em freezer -20°C para posteriores andlises.

3.8.6 Deteccio do Papilomavirus Humano (HPYV)

3.8.6.1 Analise histoldégica

O diagnéstico histolégico do HPV foi realizado através da identificagdo de
coilocitose, seguindo os trés principais critérios propostos por Abadi et al., (1998):

(1) Presenca de halo perinuclear; (2) atipia nuclear; (3) presenca de binucleacoes.

3.8.6.2 Analise molecular

As amostras de DNA tumorais de cada paciente foram submetidas a um
controle de qualidade de amplificacdo, sendo inicialmente submetidas a PCR
(Polymerase Chain Reaction) qualitativa para o gene da B-globina (fragmento de 268
pb). As amostras positivas para B-globina foram submetidas a deteccdo do HPV por
PCR em duas etapas (PCR nested). Na primeira PCR foi utilizado um conjunto de
primers genérico denominados PGMY09/11, descrito por GRAVITT et al. (2002),
que produzem um fragmento de 450 pb da regido L1 do capsideo do HPV. Na
segunda PCR foram utilizados os primers GP5+/6+ (JACOBS et al., 1997), que geram
um amplicon de 170 pb, também correspondente a regido L1 do capsideo viral,
estando contido no fragmento de 450 pb amplificado na primeira rodada de PCR. As
sequencias dos primers utilizados estdao contidas na tabela 4, e as condigdes de preparo

e termociclagem para cada conjunto de primers estdo descritas na tabela 5.
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Conjunto de primers Nome dos primers Sequéncia (5’-3’)
PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYOQ9-F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGA CCT AAAGGA AACTGATC
PGMYO09-H CGT CCA AAAGGA AACTGATC
PGMY09-| G CCA AGG GGA AACTGATC
PGMY 09/11
PGMYO09-J CGT CCCAAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCA AGG GGATACTGATC
PGMYO09-L CGA CCT AAA GGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AATTGATC
PGMY09-N CGA CCA AGGGGATATTGATC
PGMYO09-P G CCCAACGGA AACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGAAACTGGTC
PGMYO09-R CGT CCT AAAGGAAACTGGTC
HMBO01 GCG ACCCAATGCAAATTG GT
GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
B-globina
PCO4 CAA CTT CAT CCACGT TCACC
GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GP5+/6+
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C

Sequéncia de primers utilizados na detec¢do do papilomavirus humano (HPV) em amostras de cancer
de pénis. O conjunto de primers PGMY09/11 consistem em cinco sequencias forward (PGMY11A-E)
e 13 sequencias reverse (PGMYO09F-HMBO1), sendo utilizados na primeira rodada de PCR. Os primers
GP5+/GP6+ consistem em uma simples sequéncia forward e uma reverse, utilizados na segunda rodada
de amplifica¢do. Os primers GH20 e PCO4 sdo sequencias direcionadas a [3-globin e foram utilizados

como controle de viabilidade das amostras.

Tabela 5. Especificagdes de preparo de mix de PCR

e condi¢cdes de termociclagem.

Primer Mix (1x)

Termociclagem

12,5 plL Master Mix

1,5 pL solugdo uso GH20
. 1,5 pL solugdo uso PCO4
B-globina 7,5 uL dgua livre de nucleases

2,0 uL de DNA (50-100 ng/ulL)

95°C por 5 min.
95°C por 60 seg.
40x - 55°C por 60 seg.
72°C por 2 min.

72°C por 8 min
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12,5 plL Master Mix 95°C por 5 min.

0,4 pL solugdo uso PGMY09

0,4 pL solugao uso PGMY11 95°C por 40 seg.
PGMY 09/11 9,7 UL 4gua livre de nucleases 40x - 55°C por 40 seg.

72°C por 40 seg.

2,0 uL de DNA (50-100 ng/uL) 72°C por 8 min

12,5 pL Master Mix 94°C por 5 min.

2,5 pL solugdo uso GP5+

2,5 plL solugao uso GP6+ 94°C por 45 seg.
GP5+/6+ 2,5 pL agua livre de nucleases 40x < 54°C por 60 seg.

72°C por 40 seg.
5,0 uL do produto de PGMY
72°C por 8 min

A concentrag@o da solucdo uso utilizada para cada primer foi de 10 uM. Para PGMY09/11, a solucdo
uso foi preparada a partir um pool de primers PGMY09F-HMBO1 (10 uM/ primer) e um pool de primers
PGMY 11A-E (10 uM/ primer)

Os amplicons foram separados em gel de agarose a 1,5%, submetidos a uma tensao
constante de 90V por 40 min, corados em SYBR™ Safe DNA Gel Stain ¢ visualizados em
transluminador UV. Foram considerados positivos aqueles que possuiam amplificagao

para B-globina e PGMY09/11 e/ou GP5+/6+.

3.8.6.3 Analise imuno-histoquimica de p16

Os ensaios de imuno-histoquimica para pl16 foram realizados conforme protocolo
descrito no item 4.8.4. A quantificacdo da expressao de p16 foi conduzida de acordo com
o método proposto por Cubilla et al. (2011), seguindo os seguintes padrdes de
imunomarcag¢do: (0) auséncia de marcagdo em todas as células neoplasicas; (1) marcacao
irregular e descontinua em algumas células neoplésicas; (2) padrdo mais extenso, mas
descontinuo, com pequenos grupos de células tumorais; (3) marcacdo nuclear e
citoplasmatica continua em todas as células tumorais. Apenas os casos classificados como

padrdo (3) sdo considerados positivos para p16.
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3.9 Estado fisico genémico HPV 16

A anélise de estado fisico do HPV foi realizada de acordo com o método HPV-IntG,
que analisa diretamente o status fisico do genoma do papilomavirus humano (HPV) por
meio de PCR Multiplex, analisando a integridade dos genes virais E1, E2, E4, E5, E6 e
E7 do subtipo de HPV 16 e 18 e verificando a ocorréncia de recombinagdo entre o genoma
celular e o genoma viral nessas regides. As sequencias de primers utilizados e o0 método
in house de analise nao foram descritos pois encontram-se em pedido de patente. As

amostras analisadas foram classificadas em: integrado, epissomal e misto.

3.10 Analise de dados

Os dados foram tabulados usando Excel (Microsoft Office 2019) e analisados
estatisticamente no software SPSS® v. 22 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). A anélise de
associagdo entre as varidveis clinico-histopatoldgicas, imuno-histoquimicas e de infec¢ao
por HPV foi realizada através de testes bivariados (teste do qui-quadrado ou teste exato
de fisher). O método de Kaplan-Meier foi utilizado para determinar a sobrevida livre de
doenca, e o teste log-rank foi aplicado para comparagdo entre as curvas de sobrevida.

Para todas as andlises foram considerados resultados significantes aqueles com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Levantamento de casos diagnosticados com cancer de pénis

Foi realizado levantamento de casos com diagndstico clinico e histopatoldgico de
cancer de pénis no Hospital do Cancer Aldenora Bello (HCAB) e no Hospital
Universitario Presidente Dutra (HUUFMA), em Sao Luis (MA), entre 2008 ¢ 2019.
Através de analises de prontudrios e laudos dos setores de patologia de ambas as unidades
hospitalares, foi possivel identificar 201 casos de cancer de pénis, dos quais 29 foram
diagnosticados no Hospital Universitario Presidente Dutra (HUUFMA) e 172 no Hospital
do Cancer Aldenora Bello (HCAB).

ApoOs aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusao, foram selecionados 100 casos
como casuistica desta pesquisa e assim realizagdo de revisdao histologica, deteccao do
HPV e andlise imuno-histoquimica. Destes, 18 foram diagnosticados no Hospital
Universitario Presidente Dutra e 82 no Hospital do Cancer Aldenora Belo, no periodo de

2012 a 2019 (Grafico 1).

Grafico 1. Distribui¢@o de casos diagnosticados com cancer de pénis (n=100) por ano (2012-2019) no

Hospital Universitario Presidente Dutra (HUUFMA) e Hospital do Cancer Aldenora Bello (HCAB).
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4.2 Perfil clinico-histopatolégico

Foram avaliados 100 pacientes com diagndstico clinico-histopatolégico de cancer de
pénis. As frequéncias absolutas e relativas de cada varidvel dos casos analisados estdo
dispostas no quadro 1. A maioria dos pacientes eram oriundos de municipios interioranos
do Maranhdo (86%), com idade média de 60,15+16,5, variando de 26 a 93 anos. O perfil
sociodemografico desses pacientes foi composto grande parte por homens que atuavam
como lavradores (58%), eram casados (44%) e possuiam baixa escolaridade (50%).
Quando analisados os fatores de risco, 33% dos pacientes eram tabagistas, 26% etilistas
e 35% possuiam prepticio nao retratil (fimose). Cerca de 28% dos casos demoraram > 1

ano para buscar atendimento hospitalar desde os primeiros sintomas da doenca.

Todos o0s casos realizaram procedimento cirurgico como principal método
terapéutico. O tipo de cirurgia mais frequente foi a penectomia parcial, adotada em 72%
dos casos, seguido da penectomia total (21%) e emasculagdo (7%). Macroscopicamente,
as lesdes em sua maioria acometiam simultaneamente a glande e o corpo do pénis (54%),
e em um grande grupo a lesdo centrava-se apenas na glande (42%). O tamanho das lesdes
variava entre 0,5 e >10 cm, sendo mais frequentes lesdes entre 2,1-5,0 cm, com padrao

de crescimento exofitico e vegetante.

Na analise microscopica, todos os tumores foram classificados como carcinoma
de células escamosas (CEC) do pénis (carcinoma epidermaide), os quais se enquadravam
nos seguintes subtipos histologicos: usual (31%), condilomatoso (30%), basalodide (4%),
tumores com padrdo histologico misto (28%) e outros (7%). Quanto ao grau de
diferenciag@o tumoral, a maioria dos casos eram tumores pouco diferenciados (G3-43%),
seguido de tumores moderadamente diferenciados (G2-33%), com auséncia de invasio

angiolinfatica (72%) e auséncia de comprometimento perineural (62%).

Na classificagdo do tumor primario (T), linfonodos inguinais (N) e metastase a
distancia pelo sistema TNM (8" Edi¢do), a maioria dos tumores eram pT3 (56%), com
lesdes que infiltravam corpo cavernoso e/ou tunica albuginea. Cerca de 88% dos casos
foram pNXx, pois ndo realizaram linfadenectomia no momento da amputagao. No entanto,
44% (n=44) dos pacientes foram submetidos posteriormente a este procedimento,
principalmente a linfadenectomia bilateral (29/44). Na anélise histoldgica, 63,6% (28/44)

apresentaram metastase linfonodal, dos quais em 82,1% (23/28) havia extensdo



44

extranodal do tumor (82,1%). Durante a avaliagdo clinica, 40% dos casos apresentaram
linfonodomegalias inguinais. Em 96% dos casos ndo foi possivel avaliar a presenca de
metastase a distancia (pMx), um paciente foi classificado como pM1 e em trés ndo havia

informagdo disponivel no prontuario.



Quadro 1. Perfil clinico-histopatologico dos 100 pacientes com céncer de pénis avaliados no presente estudo.
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Variavel N (%) Variavel N (%) Variavel N (%) Variavel N (%)
Naturalidade Ocupacgao principal Topografia Subtipo histolégico
Sdo Luis (MA) 14 (14) | Lavrador 58 (58) | Glande 42 (42) | Condilomatoso 30 (30)
Interior (MA) 86 (86) | Outros 42 (42) | Glande e corpo do pénis 54 (54) | Usual 31 (31)
Escolaridade Etilismo Corpo 3(3) Basaldide 4 (4)
Analfabeto 26 (26) | Sim 26 (26) | Outros 1(1) Misto* 28 (28)
Fundamental incompleto 24 (24) | Nao 23 (23) Tamanho da lesdo Outros 7(7)
Fundamental completo 06 (6) | ND 51(51) | 0,5-2,0cm 7(7) Grau de diferenciagdo
Ensino médio incompleto 03 (3) Fimose 2,1-50cm 56 (56) | (G1) Bem diferenciado 14 (14)
Ensino médio completo 01(1) | Sim 35(35) | 5,1-10,0cm 34 (34) | (G2) Moderadamente diferenciado 33 (33)
ND 40(40) | Nao 21(21) | >10cm 2(2) (G3) Pouco diferenciado 43 (43)
Estado civil Outros 44 (44) | ND 1(1) (G4) Indiferenciado 8 (8)
Casado e/ou unio estavel | 44 (44) Inicio dos sintomas Caracteristicas da lesdo ND 2(2)
Solteiro 31(31) | 21ano 28 (28) | Ulcerada 27 (27) Invasdo angiolinfatica
Outros 15(15) | £1lano 26 (26) | Vegetante e/ou Verrucosa 38 (38) | Presente 25 (25)
ND 10(10) | ND 46 (46) | Ulcero-vegetante 23 (23) | Ausente 72 (72)
Tabagismo Tipo de cirurgia Outros 12(12) | ND 3(3)
Sim 33 (33) | Penectomia parcial 72 (72) Tipo histoldgico Invasdo perineural
Nao 34 (34) | Penectomia total 21 (21) | Carcinoma epidermoéide 100 (100) | Presente 36 (36)
ND 33 (33) | Emasculagdo 7(7) Ausente 62 (62)
ND 2(2)
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Variavel N (%) Variavel N (%) Variavel N (%) Variavel N (%)
Tumor primario (pT) Linfonodos (pN) Metastase a distancia (pM) Estadiamento
pTla 10 (10) | pNO 1(1) | pm1 1(1) | 10 (10)
pT2 25(25) | pN1 0(0) | pmx 96 (96) | la 24 (24)
pT3 56 (56) | pN2 1(1) | ND 3(3) lb 51 (51)
pT4 4(4) | pN3 7(7) lib 1(1)
ND 5(5) | pNx 88 (88) v 9(9)
ND (3) ND 5 (5)
Linfonodomegalia Linfadenectomia Metastase linfonodal (n=44) Extensdo extranodal (n=28)
Sim 40 (40) | Unilateral 15 (15) | Com metastase 28 (63,6) Presente 23 (82,1)
N3o 23 (23) | Bilateral 29 (29) | Sem metastase 16 (36,4) Ausente 5(17,90)
ND 37 (37) | Nao realizada 56 (56)

(ND): nao disponivel; (*): condilomatoso e usual (n=18), condilomatoso e basaléide (n=1), condilomatoso e acantolitico (n=1), usual e basaléide (n=7), usual com diferenciagdo
sarcomatosa (n=1).
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4.3 Deteccao do papilomavirus humano (HPV)

A detec¢ao do papilomavirus humano (HPV) foi dividida em duas etapas: andlise
histopatologica de alteragdes cito arquiteturais compativeis com infec¢do viral e analise
molecular (PCR) para deteccdo do virus. Além destes dois métodos, a analise imuno-
histoquimica da proteina p16 pode ser utilizada como marcador indireto de infec¢ao por
HPYV de alto risco oncogénico. O perfil clinico-histopatolégico dos casos de acordo com
a presenca de coildcitos, expressdo de pl6 e positividade molecular para HPV estdo

descritos na tabela 7.

Na analise histoldgica, cerca de 88,4% (84/95) dos casos apresentavam células
coilociticas, as quais citologicamente sugerem a presenca de infec¢do por HPV (Figura
1). Quando avaliado o perfil clinico-histopatoldgico dos casos positivos para coilocitose,
foi observado maior prevaléncia em individuos > 60 anos (54,8%), que realizaram
penectomia parcial (71,4%), tumores que acometiam principalmente a glande e corpo do
pénis (63,1%) , com padrdo de crescimento vegetante (41,7%) e que mediam entre 2,1-
5,0 cm (57,1%). Na andlise histologica, os tumores com presenga de coildcitos em geral
eram moderadamente e pouco diferenciados (77,4%), com auséncia de comprometimento
angiolinfatico (69,0%) e perineural (63,1%). No sistema de classificagdo TNM, esses
tumores foram em sua maioria eram pT3 (60,3%) e em estagio II (81,0%). Quando
avaliados os subtipos histologicos relacionados e ndo relacionados com infec¢do pelo
papilomavirus humano (HPV), a presenca de coilocitose foi mais prevalente no grupo
associado ao virus, havendo significancia estatistica (p=0,03). Além disso, 69% dos casos

com coilocitose ndo possuiam invasdo angiolinfatica (p=0,002).

Figura 1. Corte histologico de tumor de pénis evidenciando a presenca de coildcitos (seta preta) em

aumento de 1000x.
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A andlise de expressdo proteica de p16 por imuno-histoquimica foi conduzida de
acordo com os critérios propostos por Cubilla et al. (2011), com os seguintes padrdes de
imunomarcag¢do: (0) auséncia de marcagdo em todas as células neoplasicas; (1) marcacao
irregular e descontinua em algumas células neoplasicas; (2) padrdo mais extenso, mas
descontinuo, com pequenos grupos de células tumorais; (3) marcagdo nuclear e
citoplasmatica continua em todas as células tumorais (Figura 2). Apenas os casos
classificados como padrdo 3 foram considerados positivos para pl6 e associados a

infeccao por HPV de alto risco.

De acordo com o método proposto por Cubilla et al. (2011), 58% dos casos
avaliados no presente estudo foram positivos para pl6 (Tabela 6). Quando avaliado o
perfil clinico-histopatoldgico dos casos de acordo com a positividade para pl16, grande
parte dos pacientes eram > 60 anos (50%), que realizaram penectomia parcial (65,5%),
tumores que afetavam simultaneamente a glande e o corpo do pénis (70,7%), com padrao
de crescimento vegetante e/ou verrucoso (39,7%) e tamanho entre 2,1-5,0 cm (51,7%).
Na andlise histologica, estes tumores eram principalmente de subtipos relacionados ao
HPV (75,9%), moderadamente/pouco diferenciados (74,2%), sem invasdo angiolinfatica

(70,7%) e perineural (56,9%).

Na andlise estatistica, a superexpressao de pl6 foi associada a tumores que
acometiam a glande e corpo do pénis (p=0,01) e subtipos histologicos relacionados ao
HPV (p=0,05). Quando os subtipos histoldgicos foram comparados isoladamente, foi
observado que todos os tumores basaldides possuiam positividade para pl16, e quando
avaliados os tumores mistos que possuiam componente basaldide, também houve

associacdo estatisticamente significante com positividade para p16 (p=0,02).
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Figura 2. Expressdo da proteina supressora tumoral p16 por imuno-histoquimica. Em vermelho destacou-
se drea representativa do indice de positividade para este marcador. (A) Carcinoma de células escamosas
orofaringeal, positivo para infec¢do por HPV e utilizado como controle positivo; (B) Carcinoma
epidermdide peniano exibindo negatividade para p16 (padrdo 0); (C) Carcinoma epidermdide peniano
exibindo marcagao fraca para pl16, padrao 2; (D) Carcinoma epiderméide peniano exibindo positividade

(padrio 3) para p16 de acordo com Cubilla et al. (2011).

Tabela 6. Distribui¢do de expressdo proteica de p16 nos tumores avaliados (n=100).

Marcador Padrio de expressiao N %
0 14 14

P16 1 10 10

2 18 18

3 58 58

A deteccdo molecular (PCR) do HPV foi realizada em 79 pacientes, dos quais
67,1% (n=53) apresentaram positividade para o genoma viral. O perfil clinico-
histopatoldgico desses pacientes foi composto por homens com idade > 60 anos (50,9%),

que realizaram penectomia parcial como método terapéutico (71,8%), possuiam tumores
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centrados na glande e corpo do pénis (64,2%), com tamanho entre 2,1-5,0 cm (52,8%) e
padrdo de crescimento vegetante e/ou verrucoso (37,7%). Histologicamente, a maioria
eram tumores relacionados ao HPV (71,8%), pouco diferenciados (39,6%), com auséncia
de invasdo angiolinfatica (79,2%) e perineural (58,5%). De acordo com o sistema TNM,
esses tumores eram em sua maioria eram pT3 (60,4%) e estavam no estdgio 11 da doenga
(83,0%). Nao houve associacdo estatistica significante entre os parametros clinico-

histopatolégicos avaliados e a positividade para HPV.

Quando realizada a andlise de sobrevida livre da doenga (SLD) pela curva de
Kaplan-Meier, houve diferenca no tempo de SLD entre os pacientes com tumores
positivos e negativos para coilocitose (log-rank p= 0,006) (Figura 3) e pl6 (log-
rank=0,03) (Figura 4-10). Os pacientes com coilocitose tiveram média de SLD de 33
meses e os sem coilocitose de 24 meses, € 0s pacientes negativos para pl6 tiveram SLD
em média de 38 meses e os positivos 21 meses. Em relacdo a positividade pra HPV por
PCR, nao houve diferenca significativas entre o tempo de sobrevida dos grupos (Figura
11). Quando comparados os dados de HPV, com p16 e coilocitose, cerca de 71,7% dos
casos HPV positivo foram positivos para pl6, sendo esta associacdo estatisticamente

significante (p=0,006).
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Figura 3. Andlise de sobrevida livre da doenga dos pacientes de acordo com a presenga ou auséncia de
coilocitose (log-rank p=0,006).
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Figura 4. Anilise de sobrevida livre da doenga dos pacientes de acordo com a positividade para p16 (log-

rank p=0,03).
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Figura 5. Andlise de sobrevida livre de doenca dos pacientes de acordo com a positividade para p16 em
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Figura 6. Andlise de sobrevida livre de doenga dos pacientes de acordo com a positividade para p16 em
tumores pT3-pT4. (log-rank p=0,32).
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Figura 7. Andlise de sobrevida livre de doenca dos pacientes de acordo com a positividade para pl16 em
tumores com estagio I e II. (log-rank p=0,09).
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Figura 8. Andlise de sobrevida livre de doenga dos pacientes de acordo com a positividade para p16 em
tumores com estdgio III-IV (log-rank p=0,32).
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Figura 10. Andlise de sobrevida livre de doenga em pacientes com cdncer de pénis que ndo foram
submetido a tratamento quimioterdpico e/ou radioterdpico de acordo com a positividade para p16 (log-rank

p=0,25).
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Figura 11. Andlise de sobrevida livre da doenga dos pacientes de acordo com a positividade para HPV

(log-rank p=0,31).



Tabela 7. Perfil clinico-histopatolégico dos tumores de acordo com a presenga de coildcitos, superexpressio de p16 e positividade molecular para HPV

Coilocitose (n=95) P16 (n=100) PCR (n=79)
Variavel Presente Ausente P valor Positivo Negativo P valor Positivo  Negativo P valor
(n=84) (n=09) (n=58) (n=42) (n=53)  (n=26)
Idade N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
20-40 anos 13 (15,5) 4 (36,4) 13 (22,4) 5(11,9) 12 (22,6) 4(154)
p=0,24 p=0.39 p=0.69
40-60 anos 25 (29,8) 3(27,3) 16 (27,6) 12 (28,6) 14 (26,4) 6(23,1)
> 60 anos 46 (54,8) 4 (36,4) 29 (50,0) 25 (59,5) 27 (50,9) 16 (61,5)
Tipo de cirurgia
Penectomia parcial 60 (71,4) 9 (81,8) 38 (65,5) 31 (73,8) 38 (71,8) 15(57,7)
Penectomia total 19 (22,6) 0 (0,0 p=0,08 16 (27,6) 7 (16,7) p=0,45 10 (18,9) 8 (30,8) p=0.4
Emasculagéo 5(6,0) 2 (18,2) 4 (6,9) 4 (9,5) 509,4) 3(11,5)
Topografia
Glande 30 (35,7) 8 (72,7) 17 (29,3) 21 (50) 18 (34,00 8 (30,8)
Glande e corpo 53 (63,1) 3(27,3) p=0,07 41 (70,7) 19 (45,2) p=0,01 34 (64,2) 17 (65,4) p=0,65
Outros 1(1,2) 0 (0,0 0 (0) 1(2,4) 0 (0,0) 1(3,8)
Tamanho da lesao (cm)
0,5-2,0 6(7,1) 1(9,0) 4 (6,9) 3(7,1) 4 (1,5) 1(3,8)
2,1-5,0 48 (57,1) 5(45,5) 30 (51,7) 26 (61,9) 28 (52,8) 14(53,8)
5,1-10,0/ > 10,0 29 (34,5) 5(45,5) p=0.65 23 (39,7) 12 (28,6) p=0.69 20 (37,7) 10 (38,5) p=1.00
ND 1(1,2) 0 (0,0) 1(1,7) 1(2,4) 1(1,9) 1(3,8)
Caracteristica da lesao
Ulcerada 21 (25,0) 5 (45,5) 12 (20,7) 15 (35,7) p=0,40 917,00  7(26,9) p=0,59
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Vegetante e/ou Verrucosa 35 (41,7) 2 (18,2) p=0,18 23 (39,7) 15 (35,7) 20 (37,7) 10(38,5)
Ulcero-vegetante 18 (21,4) 4 (36,4) 16 (27,6) 8 (19,0) 17 (32,1) 5(19,2)
Outros 10 (11,9) 0 (0,0 7 (12,1) 4(9,5) 7(13,2) 4(154)
Subtipo histologico
Relacionados ao HPV 62 (73,8) 4 (36,4) 44 (75,9) 24 (57,1) 38 (71,8) 18 (69,2)
Nao relacionados ao HPV 22 (26,2) 7 (63,2) p=0.03 14 (24,1) 18 (42,9) p=0.05 15(28,3) 8(30,8) p=100
Grau de diferenciacio
(G1) Bem diferenciado 12 (14,3) 2 (18,2) 7 (12,1) 7 (16,7) 7(132) 4154
(G2) Moderadamente diferenciado 29 (34,5) 3(27,3) 20 (34,5) 13 (31,0) 16 (30,2) 9 (34,6)
(G3) Pouco diferenciado 36 (42,9) 5(45,5) p=0,88 23 (39,7) 20 (47,6) p=0,42 21 (39,6) 12 (46,2) p=0,69
(G4) Indiferenciado 5(6,0) 1(9,1) 7 (12,1) 1(2,4) 7 (13,2) 1(3,8)
ND 22,4) 0 (0,0 1 (1,7) 1(2,4) 2 (3,8) 0 (0,0
Invasio angiolinfatica
Presente 25 (29,8) 0 (0,0 16 (27,6) 9(21,4) 10(18,9) 9 (34,6)
Ausente 58 (69,0) 11 (100,0) p=0,002 41 (70,7) 31 (73,8) p=0,61 42(79,2) 16 (61,5) p=0,21
ND 1(1,2) 0 (0,0 1(1,7) 2 (4,8) 1(1,9) 1(3,8)
Invasao perineural
Presente 31 (36,9) 5(45,5) 24 (41,4) 13 (31,0) 21 (39,6) 10(38,5)
Ausente 53 (63,1) 6 (54,5) p=0,74 33 (56,9) 28 (66,7) p=0,54 31 (58,5 15(57,7) p=1,00
ND 1(1,7) 1(2,4)
Tumor primério
pTla 8(9,5) 2 (18,2) 4 (6,8) 6 (14,3) 30,7 3(11,5)
p=0,11 p=0,62 p=0,47
pT2 18 (21,4) 5 (45,5) 15 (25,9) 10 (23,8) 14 (26,4) 3(1L5)
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pT3 52 (61,9) 3(27,3) 35 (60,3) 21 (50) 32(60,4) 17 (65,4)
pT4 3(3,6) 1(9,1) 2 (3,4) 2 (4,8) 2(3,8) 2(7,7)
ND 33,6 0 (0,0) 2(3,5) 3(7.1) 2(3,8) 1(3,8)
Estadiamento
I 8(9,5) 2(18,2) 4(6,9) 6 (14,3) 3G,7) 315
il 64 (76,2) 8 (72,7) 47 (81,0) 28 (66,7) 44 (83,0) 19 (73,1)
-1V 9 (10,7) 19,1 p=0.89 5(8,6) 5(11,9) p=0,39 4(7,5 3(11,5) p=0.71
ND 33,6 0 (0,0) 2 (3,4) 3(7.1) 2(3,8) 1(3,8)
Metastase linfonodal
Presente 22 (26,2) 4 (36,4) 17 (29,3) 11 (26,2) 1732,1)  6(23,1)
Ausente 16 (19,0) 0 (0,0) p=031 12 (20,7) 4(9,5) p=0,24 8(151) 7(269)  p=044
Sem linfadenectomia 46 (54.,8) 7 (63,6) 29 (50,0) 27 (64,3) 28(52,8) 13 (50,0)
Extensao extranodal
Presente 18 (21,4) 3(27.3) 14 (24,1) 9 (21,4) 12(22,6) 6(23,1)
Ausente 20 (23,8) 1(9,1) p=0,68 15 (25,9) 6 (14,3) p=0,31 13245 7(269)  p=1,00
Sem linfadenectomia 46 (54,8) 7 (63,6) 29 (50,0) 27 (64,3) 28(52,8) 13 (50,0)

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa; (p valor) Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.
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4.4 Expressao proteica de E6

A andlise de expressdo proteica de E6 por imuno-histoquimica foi conduzida de
acordo com os critérios propostos por Lin et al., (2010), sendo os casos considerados
positivo ou negativos (Figura 12). De acordo com esses critérios, 42 casos foram positivos
(42%) e 58 foram negativos (58%) (Tabela 8). Quando avaliado o perfil clinico-
histopatologico dos casos de acordo com a positividade para E6, a maioria dos pacientes
eram >60 anos (50%), que realizaram penectomia parcial (71,4%), e possuiam lesdes que
acometiam a glande e o corpo peniano (59,5%), com padrdo de crescimento igualmente
distribuido entre ulcerado (26,3%), vegetante e/ou verrucoso (26,3) e ulcero-vegetante
(26,3%) e tamanho variando entre 2,1 e 5,0 cm (61,9%). Do ponto de vista histoldgico,
esses tumores eram principalmente de subtipos relacionados ao HPV (59,5%), pouco
diferenciados (64,3%), sem invasdao angiolinfatica (54,8%) e com invasdo perineural
(50%). O perfil de expressdo proteica de E6 de acordo com os parametros clinico-

histopatologicos avaliados est4 descrito na Tabela 9.

Tabela 8. Distribuigdo de expressdo proteica de E6 nos tumores avaliados (n=100).

Marcador Padrio de expressao N %
Negativo 58 58

E6 Positivo 42 42
TOTAL 100 100

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa

Na analise estatistica, a auséncia de expressdao de E6 foi associada a tumores bem
diferenciados (p=0,001), auséncia de invasdo angiolinfatica (p=0,001) e perineural
(p=0,001), estadiamento I-II (p=0,01) e tumores condilomatosos (p=0,005). A
positividade para E6 esteve associada a presenca de metéstase linfonodal (p=0,001) e
extensao extranodal (p=0,02). A positividade para E6 (variavel independente) também
esteve associada a metastase linfonodal (variavel dependente) na andlise por regressao

logistica binaria (p= 0,037/ OR 6,792 /IC 1,120 — 41,187).
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Figura 12. Expressdo da proteina oncoproteina E6 do papilomavirus humano (HPV) por imuno-
histoquimica em cortes histolégicos. Em vermelho destacou-se 4rea representativa do indice de
positividade para este marcador. (A) Tumor de pénis negativo para E6; (B) Carcinoma epiderméide
peniano positivo para E6 e utilizado como controle positivo (C) Carcinoma epiderméide peniano do
tipo condilomatoso exibindo negatividade para E6 D) Carcinoma epidermdide peniano exibindo do
tipo usual, exibindo marcagdo positiva para E6.

Quando realizada a andlise de sobrevida livre da doenca (SLD) pela curva de
Kaplan-Meier, houve diferenga no tempo de SLD entre os pacientes com tumores
positivos e negativos para E6 (Figura 13). Pacientes com tumores E6-positivos tiveram
SLD diminuida em comparacio aos casos negativos para E6, no entanto, essa diferenca

ndo foi estatisticamente significante pelo teste de log-rank (p=0,17).



Tabela 9. Perfil clinico-histopatolégico dos tumores de acordo com o perfil de expressdo da oncoproteina E6-HPV.

E6 (n=100)
Variavel Negativo Positivo P valor
(n=58) (n=42)
Idade N (%) N (%)
20-40 anos 7 (12,3) 11 (26,3)
40-60 anos 18 (31,6) 10 (23,8) p=0.22
> 60 anos 32 (56,1) 21 (50,0)
Tipo de cirurgia
Penectomia parcial 41 (71,9) 30 (71,4) p=1.00
Penectomia total 16 (28,1) 12 (28,6)
Topografia
Glande 25 (43,9) 15 (35,7)
Glande e corpo 31 (54,4) 25 (59,5) p=0,56
Outros 1(1,8) 2 (4,8)
ND 0(0,0) 0 (0,0)
Tamanho da lesao (cm)
0,5-2,0 4(7,0) 3(7,1)
2,1-5,0 30 (52,6) 26 (61,9)
5,1-10,0/> 10,0 22 (38,6) 13 (31,0) p=078
ND 1(1,8) 0 (0,0)

Caracteristica da lesao

60



Ulcerada 15 (26,3) 12 (28,6)
Vegetante e/ou Verrucosa 26 (45,6) 12 (28,6)
Ulcero-vegetante 11 (19,3) 12 (28,6) p=0732
Outros 5(8.8) 6 (14,3)
Subtipo histologico
Relacionados ao HPV 41 (71,9) 25 (59,5) p=020
Nio relacionados ao HPV 16 (28,1) 17 (40,5)
Grau de diferenciacio
(G1) Bem diferenciado 13 (22,8) 1(2,4)
(G2) Moderadamente diferenciado 24 (42,8) 10 (23,8)
(G3) Pouco diferenciado 16 (28,1) 27 (64,3) p=0,001
(G4) Indiferenciado 4 (7,0) 4(9.5)
ND 0(0,0) (0,0)
Invasao angiolinfatica
Presente 7(12,3) 19 (45,2)
Ausente 49 (86,0) 23 (54,8) p=0,001
ND 1(1,8) (0,0)
Invasao perineural
Presente 16 (28,1) 21 (50,0)
Ausente 41 (71,9) 20 (47,6) p=0,001
ND 0(0,0) 1(2.4)
Tumor primério
pTla 10 (17,5) 124 p=0,13
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pT2 12 (21,1) 13 (31,0)
pT3 31 (54,4) 25 (59.5)
pT4 2 (3,5) 2(4,8)
ND 2 (3,5
Estadiamento

I 10 (17,5) 124
II 42 (73,7) 32 (76,2)
1I-1v 3(5.4) 8 (19,0) p=001
ND 2 (3,5) 1(24)

Metastase linfonodal
Presente 12 (21,1) 15 (35,7)
Ausente 13 (22,8) 3(7,1) p=0,001
Sem linfadenectomia 32 (56,1) 24 (57,1)

Extensao extranodal
Presente 9 (15,8) 13 (31,0)
Ausente 16 (28,1) 5119 p=0,02
Sem linfadenectomia 32 (56,1) 24 (57,1)

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa; (p valor) Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.
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Figura 13. Analise de sobrevida livre da doenga dos pacientes de acordo com a positividade para E6 (log-

rank p=0,17).
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4.5 Expressao proteica de p53

A andlise de expressdo proteica de pS3 por imuno-histoquimica foi conduzida de
acordo com os critérios propostos por Lopes et al. (2002), onde foram considerados
negativos os casos com < 20% de imuno-marcagdo, os casos com > 20% foram
classificados em: positivo (+), com positividade entre 20-50%, e positivo (++), com
positividade >50% (Figura 14). De acordo com esses critérios, 64 casos (64%) foram
considerados negativos (64%) e 36 (36%) foram positivos. Dentre os casos positivos, 27

(75%) foram positivos (+) € 9 (25%) foram positivos (++) (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo de expressdo proteica de p53 nos tumores avaliados (n=100).

Marcador Padrio de expressao N %
Negativo (< 20%) 64 64

P53 Positivo (+) (20-50%) 27 27
Positivo (++) (>50%) 9 9

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa
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Figura 14. Expressdo da proteina supressora tumoral p53 por imuno-histoquimica em cortes
histolégicos. Em vermelho destacou-se drea representativa do indice de positividade para este
marcador. (A) Tumor submandibular utilizado como controle positivo; (B) Carcinoma
epidermoide peniano negativo para p53 (< 20%); (C) Carcinoma epiderméide peniano exibindo
positividade (+) para p53 (20-50%); (D) Carcinoma epiderméide peniano exibindo marcacdo
positiva (++) para p53 (>50%).

O perfil clinico-histopatolégico dos casos de acordo com o perfil de expressao de
pS53 estéd descrito na tabela 11. Quando avaliados os subtipos histolégicos relacionados ao
HPV vs. nado relacionados, observamos 78,1% dos tumores negativos para p53 eram
relacionados ao HPV (p=0,002) e 80% dos tumores condilomatosos puros também
exibiam negatividade para p53 (p=0,03). Em relacdo ao grau de diferenciacao tumoral,
todos os tumores positivos (++) eram pouco diferenciados ou indiferenciados (p=0,007).
Além disso, no grupo p53 positivo (+), foram mais frequentes tumores pT3 (p=0,02).
Quando comparamos a expressdo de p53 com a presenca de coildcitos, foi observado que

tumores com coilocitose em sua maioria exibiam negatividade para p53 (p=0,04).

Quando realizada a andlise de sobrevida livre da doenga pela curva de Kaplan-
Meier, houve diferenca no tempo de sobrevida entre os pacientes com tumores positivos
e negativos para p53 (log-rank p= 0,01) (Figura 15). A sobrevida livre de doenga em
pacientes positivos para pS3 foi em geral baixa (19 meses) quando comparada a dos
pacientes negativos (34 meses). Quando comparamos somente 0s tumores
condilomatosos positivos e negativos para pS3 (Figura 16), a positividade para pS3 esteve

associada a menor sobrevida livre de doenga (log-rank p=0,001).
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Figura 15. Andlise de sobrevida livre da doenga dos pacientes de acordo com a positividade para p53 (log-

rank p=0,01).
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Figura 16. Analise de sobrevida livre da doenca dos pacientes com tumores condilomatosos de acordo com

o perfil de p53 (log-rank p=0,001).



Tabela 11. Perfil clinico-histopatoldgico dos tumores de acordo com a expressdo de p53.
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P53 (n=100)
Variavel Negativo Positivo (20-50%) Positivo (>50%) P valor
(n=64) (n=27) (n=9)
Idade N (%) N (%) N (%)
20-40 anos 10 (15,6) 6 (22,2) 2 (22,2) =083
40-60 anos 17 (26,6) 8 (29,6) 3(33,3)
> 60 anos 37 (57,8) 13 (48,1) 4 (44,4)
Tipo de cirurgia
Penectomia parcial 43 (67,2) 21 (77,8) 5 (55,6)
Penectomia total 16 (25,0) 5(18,5) 2(22,2) p=0,45
Emasculagdo 5(7,8) 1(3,7) 2(22,2)
Topografia
Glande 26 (40,6) 10 (37,0) 2(22,2)
Glande e corpo 37 (57,8) 16 (59,3) 7 (77,8) p=0,59
Outros 1(1,6) 0(0,0) 0 (0,0)
ND 0(0,0) 1(3,7) 0 (0,0)
Tamanho da lesao (cm)

0,5-2,0 347 34,7 1(11,1)
2,1-5,0 34 (53,1) 34 (53.1) 5(55,6) p=045
5,1-10,0/> 10,0 26 (40,6) 26 (40,6) 3(33,3)
ND 1(1,6) 1(1,6) 0 (0,0)

Caracteristica da lesao
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Ulcerada 19 (29,7) 6(22,2) 2 (22,2)
Vegetante e/ou Verrucosa 24 (37,5) 12 (44,5) 2(22,2)
Ulcero-vegetante 14 (21,9) 5(18,5) 5 (55,6) p=0.46
Outros 7 (10,9) 4 (14,8) 0 (0,0)
Subtipo histologico
Relacionados ao HPV 50 (78,1) 16 (59,3) 2 (22,2) p=0.002
Nio relacionados ao HPV 14 (21,9) 11 (40,7) 7 (77,8)
Grau de diferenciacio
(G1) Bem diferenciado 11 (17,2) 3(11,1) 0 (0,0)
(G2) Moderadamente diferenciado 25 (39,1) 8 (29,6) 0 (0,0)
(G3) Pouco diferenciado 25 (39,1) 11 (40,7) 7 (77,8) p=0,007
(G4) Indiferenciado 1(1,6) 5(18,5) 2(22,2)
ND 2 (3,1 0(0,0) 0 (0,0)
Invasao angiolinfatica
Presente 17 (26,6) 6 (22,2) 2(22,2)
Ausente 46 (71,9) 19 (70,4) 7 (77,8) p=0,66
ND 1(1,6) 2(74) 0 (0,0)
Invasao perineural
Presente 21 (32,8) 11 (40,7) 5 (55,6)
Ausente 42 (65,6) 15 (55,6) 4 (44,4) p=0,50
ND 1(1,6) 13,7 0 (0,0)
Tumor primério
pTla 8 (12,5) 2(74) 0 (0,0) p=0,02
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pT2 17 (26,6) 3(11,1) 5(55,6)
pT3 34 (53,1) 20 (74,1) 2 (22,2)
pT4 2 (3,1) 0(0,0) 2 (22,2)
ND 347 2(74) 0 (0,0)
Estadiamento

I 8 (12,5) 2(74) 0 (0,0)
II 47 (73,4) 21 (77,8) 7 (77,8)
1I-1v 6 (9,4) 2(74) 2(22,2) p=050
ND 347 2(74) 0 (0,0)

Metastase linfonodal
Presente 13 (20,3) 10 (37,0) 0 (0,0)
Ausente 12 (18,8) 4(14,8) 5(55,6) p=0,15
Sem linfadenectomia 39 (60,9) 13 (48,1) 4 (44,4)

Extensao extranodal
Presente 10 (15,6) 8 (29,6) 5(55,6)
Ausente 15 (23,4) 6 (22,2) 0 (0,0) p=0,06
Sem linfadenectomia 39 (60,9) 13 (48,1) 4 (44.4)

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa; (p valor) Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado
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4.6 Expressao proteica de ki67

A analise de expressao proteica de ki67 por imuno-histoquimica foi conduzida de
acordo com os critérios propostos por Berdjis et al. (2005). Dessa forma, foram
classificados em positividade baixa e alta. Os casos com padrdo de imunomarcagido <
40,5% foram considerados com baixa expressdo, € os casos com >40,5% foram
classificados como de alta expressdo. Esta analise foi realizada de forma global (Figura
17), analisando toda a extensdo tumoral da lamina (expressdo geral), e em pontos com

maior nimero de células em proliferagdo (4otspot) (Figura 18).
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Figura 17. Expressdo geral do marcador de proliferagio celular (ki67) por imuno-histoquimica em cortes
histolégicos. Em vermelho destacou-se drea representativa do indice de positividade para este marcador.
(A) Tecido linféide utilizado como controle positivo; (B) Carcinoma epidermdide peniano exibindo
marcagdo geral de 10% para ki67; (C) Carcinoma epidermdide peniano exibindo marcagdo geral baixa (<
40,5%) para ki67 de acordo com os critérios de Berdjis et al. (2005); (D) Carcinoma epiderméide peniano
exibindo marcagdo alta (>40,5%) para ki67 de acordo com os critérios de Berdjis et al. (2005).
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Figura 18. Expressdo em hotspot do marcador de proliferagdo celular (ki67) por imuno-histoquimica em
cortes histolégicos. Em vermelho destacou-se drea representativa do indice de positividade em zona hotspot
(A) Tecido linféide utilizado como controle positivo; (B) Carcinoma epiderméide peniano exibindo pouca
marcacgdo de 10% para ki67 em hotspot; (C) Carcinoma epiderméide peniano exibindo marcagdo baixa em
hotspot (< 40,5%) de acordo com os critérios de Berdjis et al. (2005); (D) Carcinoma epiderméide peniano
exibindo marcagdo alta em hotspot (>40,5%) para ki67 de acordo com os critérios de Berdjis et al. (2005).

De acordo com o método adotado, 71% dos casos tiveram baixa expressdao de
ki67 na andlise geral, e 29% tiveram alta expressdo (Tabela 12). Quando analisado as
zonas de hotspot, 42% dos casos tiveram baixa expressdo de ki67 e 58% tiveram alta
expressdo. O perfil clinico-histopatoldgico dos casos de acordo com a expressao de ki67

esta descrito na Tabela 13.



72

Tabela 12. Distribuicao de expressdo proteica de ki67 nos tumores avaliados (n=100).

Marcador Padrio de expressao N %
Baixo 71 71
Ki67 (geral)

Alto 29 29

Total 100 100
Baixo 42 42

Ki67 (hotspot)

Alto 58 58

Total 100 100

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa

O padrao de expressao de ki67 geral e em hotspot na andlise estatistica demonstrou
estar associado a diversas caracteristicas histopatologicas. Tumores com coilocitose
(76,2%) apresentaram baixa expressao de ki67 (p=0,008), sendo o mesmo observado no
hotspot (72,7%), porém, sem associagao estatistica significante (p=0,08). Os tumores com
tamanho entre 0,5-2,0 cm todos possuiam baixa expressao geral de ki67 (p=0,04). Quando
analisados os subtipos histolégicos quanto ao perfil de expressdo de ki67, foi observado
que todos os tumores basaldides possuiam alta expressiao geral (p=0,003) e em hotspot
(p=0,002), e os tumores mistos que possuiam componente basaldide frequentemente
também possuiam alta expressdo geral (p=0,03) e em hotspot de ki67 (p=0,006). Os
tumores condilomatosos frequentemente possuiam baixa expressdo ki67, tanto geral
(p=0,03) quanto no hostpost (p=0,002). Os tumores bem diferenciados possuiam menor
expressado geral de ki67 (p=0,009), enquanto que os pouco diferenciados possuiam maior
expressdo em hotspot (p=0,001). Além disso, 78,9% dos tumores com auséncia de
invasdo angiolinfatica possuiam baixa expressdo geral de ki67 (p=0,03), e com excecdo
de um caso, todos os tumores com metéstase linfonodal apresentaram alta expressao geral
de ki67 (p=0,006). Quando avaliada a presenca de extensao extranodal, apenas dois casos
nao possuiam alta expressao de ki67 (p=0,002). Quando realizada anélise por regressao
logistica bindria, a positividade para ki67 (varidvel independente) também esteve
associada a metéstase linfonodal (varidvel dependente) (p=0,018 / OR 20,407 /1C 1,1692
—246,100).

Quando comparados os dados de p16, pS3, coilocitose e HPV com os dados de
ki67, foi observado que a maioria dos casos p53 positivos (++) exibiam alta expressao

geral de ki67 (p=0,05) e todos exibiam alta expressdo em hotspot (p=0,006). Além disso,
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foi observado que os casos pl6 positivos (67,2%) exibiam alta expressdo de ki67 em

hotspot (p=0,04).

Na curva de Kaplan-Meier, os casos com baixa expressao de ki67 tiveram maior
sobrevida livre da doenca em comparagdo aos com alta expressdo. Esse padrdao foi
observado tanto na andlise geral (Figura 19) quanto no hotspot (Figura 20), no entanto,
nao houve diferenca estatistica entre os grupos quanto realizado o teste log-rank (geral:

p=0,19; hotspot: p=0,31).
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Figura 19. Anilise de sobrevida livre da doenga de acordo com o perfil de geral de expressao de ki67 (log-
rank p=0,19).
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Figura 20. Anilise de sobrevida livre da doenca de acordo com o perfil de expressdo de ki67 em hotspot
(log-rank p=0,31).



Tabela 13. Perfil clinico-histopatolégico dos tumores de acordo com a expressdo de ki67.

Ki67
Variavel
Geral (n=100) Hotspot (n=100)
P valor P valor
Baixo (n=71) Alto (n=29) Baixo (n=42) Alto (n=58)
Idade N (%) N (%) N (%) N (%)

20-40 anos 12 (16,9) 6 (20,7) 4(9,5) 14 (24,1)

p=0,49 p=0,07
40-60 anos 18 (25,4) 10 (34,5) 10 (23,8) 18 (31,0)
> 60 anos 41 (57,7) 13 (44,8) 28 (66,7) 26 (44,8)

Tipo de cirurgia
Penectomia parcial 48 (67,6) 21 (72,4) 31 (73,8) 38 (65,5)
Penectomia total 17 (23,9) 6 (20,7) p=0,93 91,4 14 (24,1) p=0,60
Emasculagdo 6 (8,5) 2 (6,9) 2 (4,8) 6 (10,3)
Topografia

Glande 28 (39,4) 10 (34,5) 20 (47,6) 18 (31,0)
Glande e corpo 42 (59,2) 18 (62,1) 21 (50,0) 39 (67,2)

p=0,50 p=0,08
Outros 1(1,4) 0(0,0) 124 (0,0)
ND 0(0,0) 1 (L,7)

Tamanho da lesao (cm)

0,5-2,0 7(9,9) 0(0,0) 2 (4,8) 5(8,7)
2,1-5,0 38 (53.5) 18 (62,1) 0.04 25 (59,5) 31(534)

p=Y,
5,1-10,0/> 10,0 26 (36,6) 9 (31,0) 15 (35,7) 20 (34,5) p=0,67

ND 0 (0,0 2(6,9) 0 (0,0) 234
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Caracteristica da lesao

Ulcerada 20 (28,2) 7 (24,1) 12 (28,6) 15 (25,9)

Vegetante e/ou Verrucosa 28 (39,4) 10 (34,5) p=0,45 21 (50,0) 17 (29,3) p=0,06
Ulcero-vegetante 14 (19,7) 10 (34,5) 5(11,9) 19 (32,8)

Outros 9 (12,7) 2(6,9) 4(9,5) 7 (12,1)

Subtipo histologico
Relacionados ao HPV 49 (69,0) 19 (65,5) p=0,81 30 (71,4) 38 (65,5) p=0,66
Nio relacionados ao HPV 22 (31,0) 10 (34,5) 12 (28,6) 20 (34,5)
Grau de diferenciacio

(G1) Bem diferenciado 14 (19,7) 0(0,0) 12 (28,6) 234

(G2) Moderadamente diferenciado 26 (36,6) 7(24,1) 18 (42,9) 15 (25,9)

(G3) Pouco diferenciado 25 (35,2) 18 (62,1) p=0,009 9(214) 34 (58,6) p=0,001
(G4) Indiferenciado 5(7,0) 3(10,3) 2 (4,8) 6 (10,3)

ND 1(1,4) 13,4) 1(24) 1(1,7)

Invasdo angiolinféatica

Presente 14 (19,7) 11 (37,9) 9(21,4) 16 (27,6)

Ausente 56 (78,9) 16 (55,2) p=0,03 32 (76,2) 40 (69,0) p=0,77
ND 1(1,4) 2 (6,9) 1(2,4) 2(34)

Invasao perineural

Presente 23 (32,4) 14 (48,3) 11 (26,2) 26 (44,8)

Ausente 47 (66,2) 14 (48,3) p=0,20 31 (73,8) 30 (51,7) p=0,05
ND 1(1,4) 1(3,4) 0 (0,0 2(3.4)

Tumor priméario
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pTla 8 (11,4) 2(6,9) 7 (16,7) 35,2
pT2 14 (19,7) 11 (37,9) 8 (19,0) 17 (29,3)
pT3 42 (59,2) 14 (48,3) p=0,45 24 (57,1) 32 (55,2) p=0,10
pT4 34,2 1(3,4) 0 (0,0) 4(6,9)
ND 4 (5,6) 1(3,4) 3(7,1) 2 (34)
Estadiamento

I 8 (11,3) 2 (6,9) 7 (16,7) 35,2
II 53 (74,6) 22 (75,9) 02077 31 (73,8) 44 (75,9)
1I-1v 6 (8,5) 4(13,8) 1(24) 9 (15,5) p=0,03
ND 4 (5,6) 13,4 3(7,1) 234

Metastase linfonodal
Presente 14 (19,7) 14 (48,3) 6 (14,3) 22 (37,9)
Ausente 15 (21,1) 13,4 p=0,006 12 (28,6) 4(6,9) p=0,002
Sem linfadenectomia 42 (59,2) 14 (48,3) 24 (57,1) 32 (55,2)

Extensao extranodal
Presente 10 (14,1) 13 (44,8) 5119 18 (31,0)
Ausente 19 (26,8) 2 (6,9) p=0,002 13 (31,0) 8 (13,8) p=0,02
Sem linfadenectomia 42 (59,2) 14 (48,3) 24 (57,1) 32 (55,2)

(N) frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa; (p valor) Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.
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4.7 Estado fisico genomico HPV 16

A andlise do estado fisico gendomico do papilomavirus humano (HPV) foi realizada
em 11 amostras positivadas para HPV. Em todos os tumores avaliados foi observado
integracdo do genoma viral ao genoma celular. Em nove casos (81,9%) foi observado
somente a forma integrada e em dois casos (18,1%) foi observado a forma integrada e
epissomal (misto). Em seis amostras (54,5%) foi observado repeticdo de um mesmo
padrdo de integracdo, com conservacgao das regides E1 e E7. O padrao de integracdo das

onze amostras analisadas estao dispostos na Tabela 14.

Tabela 14. Perfil de integracdo gendmica do papilomavirus humano (HPV) 16 em tumores de pénis.

AMOSTRA  SUBTIPO HPV ESTADO FiSICO REGIAO INTEGRADA
001 16 Integrado El, E7
002 16 Integrado El, E7
003 16 Integrado El, E7
004 16 Integrado El, E7
005 16 Misto El,E4,E5, L1, L2, E6, E7
006 16 Integrado E6,E7,L1,L2
007 16 Integrado El, E7
008 16 Misto El, E4,E5, L1, L2, E6, E7
009 16 Integrado El, E5, L2, L1, E6, E7
010 16 Integrado E6,E7,L1,L2
011 16 Integrado El, E7

Esses tumores em sua maioria eram usuais (45,4%), moderadamente
diferenciados (54,5%), pT2-pT3 (63,6%), em estigio II (54,4%), sem invasdo
angiolinfatica (54,4%) e com invasao perineural (54,4%). Entre os casos que realizaram

linfadenectomia, todos apresentaram metdstase linfonodal com extensdo extranodal.
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5 DISCUSSAO

O cancer de pénis (CaPe) é uma doenca negligenciada, agressiva e com grande
impacto social e psicolégico em seus acometidos (TORBRAND et al.,, 2016). A
incidéncia desse tipo de tumor € alta em paises em desenvolvimento como o Brasil, onde

a incidéncia da doenca € considerada a maior do mundo (COELHO et al., 2018).

Neste estudo forma avaliados 100 casos de tumores de pénis quanto as suas
caracteristicas clinico-histopatoldgicas, perfil de infec¢do pelo papilomavirus humano
(HPV), expressao proteica de p16, p53 e ki67. O perfil sociodemografico desses pacientes
assemelha-se ao observado em outros estudos realizados no Brasil e no mundo. A maioria
dos pacientes apresentava idade acima dos 60 anos, com média de 60,1 anos,
corroborando com a prevaléncia desse tipo de tumor em homens acima dos 60 anos de
idade (FAVORITO et al., 2008; FONSECA et al., 2010; DE SOUSA et al., 2015;
MARTINS et al., 2018). Apesar disso, a ocorréncia de CaPe ndo se limita a faixa etdria
citada, podendo também ser observado em individuos mais jovens (FAVORITO et al.,
2008; KOIFMAN et al., 2011). No presente estudo, 47% dos casos possuiam idade

inferior a 60 anos, e 19% possuiam idade entre 26 e 40 anos.

Houve prevaléncia de pacientes com baixa escolaridade (50% dos casos) e em sua
maioria lavradores (58%), reforcando os achados sobre a prevaléncia de CaPe em
individuos com vulnerabilidade socioecondmica (POW-SANG et al., 2010; CHAUX et
al., 2011). Em um estudo realizado por Abdala e colaboradores (2017), foi observado que
o conhecimento acerca do CaPe e seus fatores de risco é baixo, mesmo em individuos

escolaridade alta.

Em relacdo aos fatores de risco, de 64 pacientes avaliados quanto ao tabagismo, 33
(51,5%) eram tabagistas. O tabagismo tem sido associado a um maior risco de
desenvolvimento de diversos tipos de neoplasias, dentre estas, tumores de pénis
(DALING et al. 2005; KOIFMAN et al., 2011; COUTO et al., 2014). Um estudo realizado
no Rio de Janeiro por Koifman e colaboradores (2011) descreveu que cerca de 56,5%
eram fumantes. Além disso, a relagao entre etilismo e desenvolvimento de CaPe também
jé& foi descrita (MCINTYRE et al., 2011; GAO et al., 2016), sendo que, no presente

estudo, de 49 pacientes avaliados quanto ao consumo de alcool, 26 eram etilistas.
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A presencga de fimose foi frequente nos pacientes avaliados quanto a esta variavel
(n=56), sendo observada em 62,5% dos casos (n=35). A associa¢ao entre fimose e CaPe
foi feita pela primeira vez por Wolbarst (1932), quando avaliou 1.103 casos de CaPe nos
Estados Unidos, dos quais nenhum paciente era Judeu, apesar de 3% da populagdo do
pais ser judaica. A incidéncia de CaPe entre os Judeus ¢ baixa, fato associado
principalmente a pratica de circuncisdo neonatal nessa populagdo, revelando um carater
preventivo dessa pratica em relagdo ao desenvolvimento de CaPe. A maioria dos
pacientes nos estudos com CaPe sdo descritos com essa condi¢ao anatdmica (fimose), que
parece aumentar 3,2 vezes as chances de desenvolvimento do tumor (PAULA et al., 2005;

ROMERO et al., 2013; MORIS et al., 2017).

Na andlise histologica, todos os tumores foram classificados como carcinoma de
células escamosas (CEC), o que geralmente ¢ observado nos estudos (CHAUX &
CUBILLA et al., 2012). No entanto, o padrdo de distribui¢do dos subtipos histologico
diferiu daquele observado nos trabalhos com CaPe. Em um estudo realizado por Cubilla
e colaboradores (2001), de 61 tumores avaliados, 59% correspondiam ao subtipo usual e
apenas 10% correspondiam a tumores condilomatosos, sendo esse mesmo perfil de
distribuicao observado em estudos posteriores (CHAUX et al., 2010; WANG et al.,
2018). No presente trabalho, cerca de 30% dos tumores eram condilomatosos puros, e
quando considerados os tumores mistos com componente condilomatosos, esse
percentual sobe para (51%), o maior percentual de tumores desse subtipo ja observada
entre os trabalhos com CaPe. Em um trabalho realizado no Maranhao por Martins et al.,
(2018), também foi observada alta prevaléncia de tumores condilomatosos, compondo

cerca de 29,1% dos casos, € com um alto percentual de tumores mistos (16,3%).

O sitio anatdmico mais frequentemente afetado foi a glande do pénis (42%) dos casos,
e quando avaliados de forma conjunta a glande e corpo do pénis, representam 96% dos
casos. Esses dados vao de encontro ao observado em estudo na area, onde a glande do
pénis tem sido descrita como o principal sitio de origem de lesdes malignas no pénis
(CHAUX et al., 2001; FAVORITO et al., 2008). Essas lesdes possuiam tamanho
principalmente entre 2,1-5,0 cm, com alto nivel de infiltragao tecidual (pT3-56%), estagio
IIb (51%) e pouco diferenciados (43%). O grau de diferenciacao € frequentemente utilizado
como preditivo para o prognéstico, principalmente para metdstase linfonodal (AITA et al.,
2016). Tumores com grau histolégico G3 ou G4, sdo geralmente mais agressivos que tumores

grau I ou II (NAM et al., 2017). O comprometimento de vasos linfaticos e/ou sanguineos foi
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observado em 25% dos casos, e o comprometimento perineural foi observado em 36% dos
tumores. Estes fatores estdo diretamente relacionados a um pior progndstico e sobrevida

diminuida. (COELHO et al., (2018).

Além da invasdo angiolinfética e perineural, os fatores progndsticos mais associados a
sobrevida dos pacientes sdo a presenc¢a de metdstase linfonodal e o extravasamento dos
linfonodos comprometidos (extensdo extranodal) (LEONE et al., 2017). No presente estudo,
de 63 pacientes avaliados quanto a presenga de linfonodomegalias, 40 (63,5%) apresentaram
adenopatia inguinal na avaliacdo clinica. A presenca de linfonodos palpéveis justifica a
realizacdo de linfadenectomia profildtica devido a possibilidade de presenca de
micrometdstase, principalmente em tumores pouco diferenciados, apesar de em 30 a 86% dos
casos estar associada a alta morbidade e condi¢des adversas (GUIMARAES et al., 2011;
O’BRIEN et al., 2017). No presente estudo, 44 pacientes realizaram linfadenectomia uni ou
bilateral, dos quais na andlise histoldgica 63,6% (n=28) apresentaram metéstase linfonodal,
sendo a grande maioria (82,1%) com extensdo extranodal. A presenca de extensdo extranodal
é em geral, e entre os pacientes com linfonodos comprometidos, caracteristica de pior

prognéstico (DE PAULA et al., 2005; CHIPOLLINI et al., 2017).

Em relacdo a presencga de infecc@o pelo papilomavirus humano (HPV), neste trabalho a
deteccdo molecular do virus por PCR revelou alta prevaléncia de tumores infectados (67,1%).
No estado do Maranhdo, a maior prevaléncia de HPV em tumores penianos ja descrita foi de
89,1% de positividade em trabalho realizado Martins et al., (2018). Essa diferenca na
prevaléncia encontrada pode estar associada ao viés amostral dos estudos, onde no trabalho
de Martins et al. (2018) foram utilizadas amostras de tecido fresco, enquanto no presente
estudo, foram utilizadas amostras obtidas a partir de tecido fixado em parafina, sabidamente
de menor qualidade para ensaios moleculares (WATANABE et al., 2017; MCDONAUGH et
al., 2019). Entretanto, em um trabalho realizado no Maranhao, De-Sousa e colaboradores
(2015) detectaram HPV em 63,1% dos casos avaliados a partir de DNA extraido de tecido

emblocado em parafina, o que se aproxima ao observado neste trabalho.

A prevaléncia de HPV no Brasil em individuo sem manifestac@o clinica é de 30-75% (
AFONSO et al., 2017), no entanto, ndo ha dados de prevaléncia do virus em homens sem
lesdes no Maranhdo que sustentem a relacfo entre prevaléncia de HPV e incidéncia de CaPe
na regido, ja que a incidéncia de CaPe parece acompanhar a prevaléncia de infec¢do pelo

virus em individuos saudaveis (GININDZA et al., 2017). Em um trabalho realizado por Freire
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e colaboradores (2014), a prevaléncia de HPV em 366 homens sem lesdes avaliados no Rio

de Janeiro foi de 72,1%.

Quando comparamos os dados clinico-histopatolégicos dos casos com os dados de
detec¢do viral por PCR, ndo foi observada associacdes estatisticamente significantes. Na
andlise de sobrevida livre de doenca (SLD), ndo houve diferenga significativa entre o grupo
positivo e negativo para HPV (log-rank p=0,31), no entanto, nesta casuistica pacientes HPV
positivos tiveram menor SLD quando comparados aos negativos. Em céncer orofaringeal,
pacientes com positividade para o virus tendem a ter um aumento na sobrevida de até cinco
anos em relacdo aos casos negativos, o mesmo j4 observado em pacientes com CaPe (ANG
et al.,, 2010; KOERBER et al., 2014; FLAHERTY et al., 2014). Para conhecimento deste
estudo, apenas um trabalho publicado por Gregoire et al., (1995) demonstrou associagdo do
HPV como fatores de pior progndstico em cancer de pénis, geralmente com tumores em alto

estadiamento e com padrdo de crescimento agressivo.

Na andlise histoldgica, alteracdes citoarquiteturais compativeis com infec¢do viral
(coilécitos) foram identificadas em 88,4% dos casos avaliados (84/95). Em um trabalho
realizado por Koifman e colaboradores (2011) em tumores de pénis, a prevaléncia de
coilécitos foi de 53,9%, havendo alta especificidade (90%), mas baixa sensibilidade na
deteccdo do HPV. No presente estudo, a presenca de coilocitose foi associada a subtipos
histolégicos relacionados ao HPV (p=0,03) e maior tempo de sobrevida livre de doenga (log-
rank p=0,006). Corroborando com nossos achados, De-Paula e colaboradores (2007)
observaram que a presencga de coildcitos em CaPe esteve associada a tumores com baixo ou
moderado estadiamento (p=0,0005) e melhor sobrevida livre de doenga, sendo observada em
63,1% dos casos. Ademais, Ornellas e colaboradores (2008) observaram melhor SLD (log
rank p=0,001) em pacientes com coilocitose, e maior risco de metdstase linfonodal em

pacientes com auséncia de coilocitose (p=0,0005).

Quando avaliado o padrdao de expressdo de pl6, 58% dos casos considerados como
positivos. Quando comparamos o indice de positividade encontrado com o de outros estudos,
apenas um trabalho publicado por Steinestel. e colaboradores (2015) relatou positividade de
58,6% dos casos, semelhante ao observado no presente estudo (58%). Quando comparada
com os parametros clinico-histopatolégicos avaliados, a positividade para pl16 demonstrou
estar associada a tumores que acometiam a glande e corpo do pénis (p=0,01) e subtipos
histolégicos relacionados a HPV (p=0,05). Ademais, houve associacdo estatistica com

tumores com componente basaldide (p=0,02), o mesmo observado por Martins et al. (2018)
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e em outros trabalhos com CaPe (CUBILLA etal., 2011; STEINESTEL et al., 2015; ZHANG
etal., 2018).

A superexpressao de p16 ¢ amplamente utilizada como marcador indireto de infeccao por
HPV de alto risco em diversos tipos de tumores associados ao virus (ROMAGOSA et al.,
2011; GEIBLER et al., 2013). No presente estudo houve associacdo entre a positividade para
HPV por PCR e a positividade para p16 (p=0,006), revelando que possivelmente grande
parte desses tumores sdo infectados por HPV de alto risco oncogénico. Cubilla e
colaboradores (2011) também observaram forte associacio entre positividade para HPV
e superexpressdo de pl6. De-sousa e colaboradores (2015) observaram que grande parte
dos CaPe HPV positivos no Maranhido carregavam gendétipos de alto risco, principalmente
o subtipo 16, sendo o mesmo observado por Martins e colaboradores (2018), onde 93,9%

dos casos HPV positivos foram de alto risco.

A superexpressdo de p16 e presenca do genoma viral tem sido descritos como fatores
de bom progndstico em tumores associados a HPV, com melhor resposta terapéutica e
maior sobrevida livre de doenca (KUMAR et al., 2009; SAITO et al., 2016; ZHANG et
al., 2018; MARTINS et al., 2018; SAND et al., 2019). No entanto, a superexpressao de
pl6 no presente estudo esteve associada a menor sobrevida livre de doenca (log-rank
p=0,03). Diante destes dados, realizamos andlise de sobrevida considerando somente os
casos que submetidos a tratamento quimioterdpico e/ou radioterdpico vs. aqueles que
realizaram somente tratamento cirdrgico, em ambos as situacdes, os casos pl6 positivos
possuiam menor SLD comparados aos negativos, porém sem significancia estatistica pelo

teste de log-rank.

Quando avaliamos a sobrevida livre de doenca somente no grupo positivo para HPV,
os casos HPV positivo / pl6 negativo tiveram melhor sobrevida livre de doenca em
comparacdo ao grupo HPV positivo / p16 positivo, 0 mesmo padrao foi observado quando
avaliamos somente tumores condilomatosos positivos € negativos para pl6, com pior
sobrevida nos tumores positivos. A associagdo com menor sobrevida também foi mantida

quando excluso os casos basaldides e com componentes basaloides.

Na analise de expressdo da oncoproteina viral E6, 42% dos casos foram positivos.
Quando comparado o perfil de expressio de E6 com os parametros clinico-
histopatolégicos avaliados, a auséncia de expressdo de E6 foi associada a tumores bem

diferenciados (p=0,001), auséncia de invasdo angiolinfatica (p=0,001) e perineural



84

(p=0,001), estadiamento I-II (p=0,01) e tumores condilomatosos (p=0,005). A
positividade para E6 esteve associada a presenca de metastase linfonodal (p=0,001) e
extensdo extranodal (p=0,02). Esta associagdo com metastase linfonodal foi mantida
quando realizada andlise por regressao logistica binaria (p= 0,037 / OR 6,792 / IC 1,120
—41,187). Além disso, a positividade para E6 esteve associada a menor SLD, no entanto,

ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as curvas pelo teste de log-rank

(p=0,17).

No presente estudo, a expressao de E6 esteve associada a fatores de pior progndstico
como metastase linfonodal e extensdo extracapsular. Para conhecimento desta pesquisa,
nao ha trabalhos descrevendo o perfil de expressao desta proteina em tumores de pénis.
Em cancer de colo do utero, Rongalia e colaboradores (2013) observaram positividade
para E6 em 39,5% dos casos avaliados (n=114), havendo associacao entre a positividade
para E6 e p16 (p=0,027), o mesmo nao foi observado no presente estudo. Em um trabalho
realizado por De Boer e colaboradores (2007), foi observaram que a superexpressao de
mRNA das oncoproteinas E6/E7 em cancer de colo do ttero esteve intrinsicamente
associada a fatores de pior prognostico (p=0,006) e sobrevida diminuida, sendo o mesmo
observado em analise multivariada. No entanto, o mesmo nao foi observado em relacao

a carga viral, sugerindo perfis prognosticos distintos mesmo em casos HPV positivos.

A associacdo entre superexpressao de E6 com metastase linfonodal pode ser
explicada pelo mecanismo de agao viral na célula hospedeira. Geralmente, hé inativacao
da proteina supressora tumoral p53 via E6, desregulando os mecanismos de divisdo e
estimulando a proliferagao celular (HAUSSEN et al., 2002). O processo de invasao
tumoral necessita de importantes transformagoes na interagdo entre epitélio e estroma, as
quais sdo influenciadas pela presenca do HPV (TANG et al., 2007). A superexpressao de
E6 parece desempenhar papel regulatorio na expressao do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), permitindo que haja formacao de vasos sanguineos, contribuindo para
o crescimento tumoral e aumento do potencial metastatico (TOUSSAINT-SEMITH et
al., 2004; CLERE et al., 2007), o que também corrobora com os achados do presente
estudo, no qual a auséncia de expressao de E6 esteve associada a casos sem invasao

angiolinfatica.

Frente as limitacdes na utilizagcdo de DNA extraido de tecido FFPE para ensaios
moleculares, no presente estudo foi possivel avaliar o estado fisico do HPV em apenas 11

amostras, das quais todas possuiam integracdo do genoma viral no genoma hospedeiro, 2
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casos em estado misto e 9 em estado integrado. Devido ao niimero de amostras avaliadas,
nao foi possivel realizar andlise estatistica entra os parametros clinico-histopatoldgicos e
o perfil de integracdo. O processo de integracdo viral € bem descrito em cancer de colo
do ttero e um importante marcador de progressao tumoral (ARIAS-PULIDO et al., 2006)
e para conhecimento desta pesquisa, nao ha trabalhos descrevendo o perfil de integracao

viral em cancer de pénis.

Curiosamente, no presente trabalho, mesmo em um pequeno nimero de amostra,
foi observado integracdo do genoma viral em todos os casos, € com um padrao frequente
de conservacdo das regides E1 e E7 (54,5%). Em cancer de colo do utero, o processo de
integracdo parece ocorrer por ruptura da regido E2, linearizacdo do genoma viral e
integracdo gendmica em sitios frageis do genoma hospedeiro, principalmente com
integracdo das regides de E6 e E7 (ZHAO et al., 2016; AKAGI et al., 2017). Esse padrao
de integracdo de E6 e E7 em tumores de colo do utero difere do observado nas amostras
de cancer de pénis avaliadas neste trabalho, sugerindo mecanismos distintos de
desregulagdo e progressao tumoral entre esses dois tipos de tumores associados ao virus.
Além disso, a expressao de E7 em cancer de colo do ttero parece modular a resposta a
reposta a danos ao DNA, diminuindo a sensitividade das células tumorais a radiacdo e
promovendo resisténcia a esse tipo de tratamento (ELDAKHAKHNY et al., 2018).
Curiosamente, tumores de pénis geralmente possuem radioresistencia e os casos com boa
resposta inicial possuem niveis significativos de recidiva local (POMPEO et al., 2010).
Dessa forma, faz-se necessdrio o aumento no nimero de amostras para andlise de
integracdo viral, bem como a andlise de expressdo proteica de E7 para melhor

compreensdo deste mecanismo na casuistica local.

Além da defini¢c@o do estado fisico do virus, a descri¢do dos sitios de integracao
também € essencial para melhor compreensdao dos mecanismos pelo qual a integracdo
viral gera desregulacdo celular (MCBRIDE & WARBURTON, 2017). Em uma revisao
sistematica, Bodelon e colaboradores (2016) analisaram mais de 1500 sitios de integracao
do HPV descritos na literatura e relataram maior frequéncia de integracdo em 10
citobandas (3928, 8q24.21, 13q22.1, 2q22.3, 3p14.2, 8q24.22, 14q24.1, 17p11.1, 17q23.1
e 17q23.2), as quais frequentemente possuiam alteracdes no nimero de copias de genes

importantes para o controle do ciclo celular.

No presente estudo, marcadores atrelados a infeccao por HPV foram associados a

fatores de pior progndstico (pl6 e E6), diferindo do que se observa em outros tumores
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associados ao virus. No entanto, muitas perguntas continuam sem resposta em cancer de
pénis, como por exemplo, o estado fisico gendmico do HPV, que tem sido pouco
explorado nesses tumores e talvez possa contribuir para elucidacdo dos achados

encontrados neste trabalho.

Um fato interessante seria a variacdo histoldgica e progndstica observada em
tumores associados ao HPV. Qual a explicacdo para tumores condilomatosos e basaldides
(ambos associados a HPV) possuirem prognésticos totalmente distintos? Tumores
condilomatosos geralmente possuem bom progndstico, enquanto basaldides possuem pior
progndstico. A superexpressao de pl6 estd associada a tumores basaldides sendo utilizada
como marcador diagndstico para este subtipo e para presenca de HPV de alto risco
(CLARK et al., 2013). No presente estudo, tumores condilomatosos foram em sua maioria
negativos para E6 (p=0006), sendo este subtipo considerado do ponto de vista histolégico
100% atrelado a infec¢@o pelo virus. Quando avaliamos a sobrevida livre de doenca em
tumores condilomatosos p16 positivos e negativos, também observamos pior sobrevida
em tumor pl6 positivo. Com base nestes achados, é possivel observar uma possivel
heterogeneidade na génese e progressao de tumores de pénis mesmo em tumores HPV

positivos.

No presente estudo, quando avaliamos simultaneamente a presenga de coilocitose,
positividade para p16, E6 e detec¢ao molecular do HPV (PCR), todos os casos possuiam
no minimo positividade para uma variavel, com exce¢ao de um caso descrito como usual
com diferenciagdo sarcomatosa, variante nova ainda nao descrita em cancer de pénis
(relato de caso em andamento). Curiosamente, quando comparados estudos de deteccao
de HPV em CaPe de outras localidades com os trabalhos realizados com pacientes do
Maranhao, independentemente do método adotado (tecido fresco ou parafina), os paciente
do Maranh@o apresentam tumores com maior positividade para o virus (DE-SOUSA et
al., 2015; SCHEINER et al., 2008; MARTINS et al., 2018; YANG ZHAO et al., 2019).
Os dados descritos por De-Sousa et al., (2015), Martins et al., (2018) e os descritos no
presente estudo fornecem evidéncias que a casuistica local possui um perfil distinto
daquele observado em outras localidades, com alta ou total prevaléncia de tumores HPV

positivo.

Quando avaliamos o perfil de expressdao de p53, observamos que 64 casos foram

negativos e 36 positivos (27 + /9 ++). A andlise das caracteristicas histopatologicas com
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base no perfil de p53 revelou que: a negatividade para p53 esteve associada a tumores
relacionados ao HPV (p=0,002) e subtipo histologico condilomatoso (p=0,03). Além
disso, a positividade para p53 esteve associada a tumores pouco ou indiferenciados
(p=0,007) e tumores pT3 (p=0,02), sendo o mesmo observado por Marinescu e
colaboradores (2016), onde todos os tumores indiferenciados foram positivos para p53.
A presenca de coilocitose esteve associada a negatividade para p53 no presente estudo
(p=0,04), estes dados corroboram com a principal via descrita para acdo do HPV sob a

proteina p53 (AKAGI et al., 2017).

A andlise de sobrevida revelou maior tempo de sobrevida livre da doenca nos
pacientes p53 negativos, onde a SLD foi em média 34 meses, destoando do observado
nos casos positivos (19 meses). Quando consideramos somente os casos condilomatosos,
houve menor sobrevida nos casos positivos para p53 quando comparados com o0s
condilomatosos negativos. positividade para p53 tem sido atrelada a pior progndstico em
CaPe, com baixa SLD e maior risco de metastase linfonodal (GUNIA et al., 2012). Lopes
e colaboradores (2012) em analise multivariada observaram que a expressao de p53 foi
um fator independente para ocorréncia de metastase linfonodal de CaPe, no entanto, nao

foi observada associagao entre p53 e metastase linfonodal no presente estudo.

Na analise do indice de proliferagao celular (ki67), foi observado que 29% dos casos
tiveram alta expressao geral (>40,5%) de ki67, e 58% tiveram alta expressao em hotspot.
Quando avaliadas as caracteristicas clinico-histopatologicas, todos os tumores basaloides
puros possuiam alta expressao geral de ki67 (p=0,003) e em hotspot (p=0,002), o mesmo
foi observado em tumores mistos com componente basaloide (geral: p=0,03 e hotspot:
p=0,002). Este mesmo padrdo foi observado por Stankiewicz e colaboradores (2012) em
tumores de pénis, e ainda associagdo entre ki67 e infeccdo por HPV de alto risco
(p=0,0001). Curiosamente, no presente estudo, a positividade para pl6 esteve associada
a alta expressdao de ki67 em hotspot (p=0,04). Em neoplasias intraepiteliais do colo
uterino, a alta expressao de ki67 parece ser um bom preditor de infec¢do por HPV de alto

risco (MIMICA et al., 2010).

Tumores condilomatosos estiveram associados a baixa expressao de ki67 geral e em
hotspot, o que evidencia o padrao de crescimento lento desses tumores, € sua associagao
com melhor prognoéstico e rara ocorréncia de metastase (PROTZEL et al., 2007). A alta
expressao de ki67 também esteve associada a fatores de pior progndstico nos tumores

avaliados, sendo frequente em tumores mais indiferenciados (p=0,001), com invasdo
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angiolinfatica (p=0,03) e perineural (p=0,05). Além disso, a alta expressdo de ki67, tanto
geral quanto em hotspot, esteve associada a metastase linfonodal (geral: p=0,006; hotspot:
p=0,002) e extensdo extracapsular (geral: p=0,002; hotspot p=0,02). Nao houve diferenga

significante nas curvas de sobrevida com base nos dados de ki67 geral e em hotspot.

A expressdo de ki67 tem sido associada em tumores de cabeca € pescoco com
aumento do indice proliferativo, desdiferenciagdo tumoral, comprometimento linfonodal
e progressao da doenga (LIU et al., 2003; XIE et al., 2016). Em CaPe alguns trabalhos
tem demonstrado o mesmo valor preditivo de pior progndstico e menor sobrevida livre
de doenga (BERIJIS et al., 2005; PROTZEL et al., 2007; STANKIEWICZ et al., 2012).
No presente estudo, a alta expressdo de ki67 também foi associada a positividade para
p53 (p=0,006), corroborando com o comportamento mais agressivo de tumores p53

positivos em comparacao aos negativos.

O CaPe ¢ uma doenga negligenciada, heterogénea, agressiva e mortal quando nao
diagnosticada precocemente. H4a alta incidéncia desse tipo de céncer no estado do
Maranhao e pouco se conhece sobre o perfil etiologico local desses tumores. Os poucos
trabalhos ja realizados revelam certa discordancia no que se observa em pacientes de
outras localidades, com alta prevaléncia de tumores infectados pelo HPV e de padroes

histologicos que sustentam os achados de detecgao viral.

A maioria dos pacientes atendidos no Maranhdo encontram-se em situacdo de
vulnerabilidade socioecondmica, e grande parte sdo oriundos do interior do estado. Ha
somente dois centros de referéncia no tratamento da doenga, ambos localizados na capital
Sao Luis, o que dificulta o diagnostico precoce e o monitoramento desses pacientes. Além
disso, a auséncia de protocolos clinicos especificos e efetivos para manejo desses
pacientes torna o diagnostico precoce decisivo na avaliagdo prognostica, o que geralmente

nao ocorre.

Frente a estes fatores, pesquisas que visem compreender os aspectos etiologicos,
evolugdo e progressdo desses tumores sao de suma importancia para o estado. Neste
estudo, foi possivel avaliar o perfil clinico e histopatologico de 100 pacientes
diagnosticados com CaPe no Maranhdo, analisando fatores como infec¢do pelo
papilomavirus humano (HPV), estado fisico viral e padrdo de expressdo proteica. Foi
observado uma alta prevaléncia de tumores associados ao HPV, tanto nas andlises

histoldgicas, moleculares e proteicas, com descricdo de eventos de integracdo em onze
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casos avaliados. Estes fatores reforcam a importincia de programas de imunizagdo
voltados para a populagdo masculina. Além disso, foi possivel analisar o perfil de
expressdo de proteinas chaves no processo de desregulagdo celular e oncogénese,
revelando associagdes importantes com fatores de pior progndstico como subtipos
histologicos mais agressivos, invasio perineural e angiolinfatica e de valor preditivo para

metastase linfonodal.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo obtivemos dados clinicos e histopatolégicos importantes para
caracterizacdo do perfil epidemiolégico de tumores de pénis no Maranhdo. Reafirmamos
a alta incidéncia infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) em tumores de pénis e
descrevemos pela primeira vez o perfil imuno-histoquimico dessas lesdes na casuistica
local. Ademais, relatamos um perfil recorrente de integracdo do genoma viral ao genoma
hospedeiro, ndo antes descrito em cancer de pénis. Os achados revelaram marcadores com

potencial aplicabilidade no diagndstico e progndstico da doenca.
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ABSTRACT

The state of Maranhao, Brazil, has a higher worldwide incidence of penile cancer (PC),
being considered a serious local public health problem. When compared to other cancers,
data regarding epidemiological, etiological, histopathological, treatment, and follow-up
aspects of PC still incipient, especially in this region. Thus, this prospective study aims
to perform a better screening of PC cases in Maranhao, using a careful methodology both
to clinical and laboratory approach, accompanying patients from the first medical
consultation to postoperative. We also aim to have an impact on early diagnosis and
reduction of the number of cases of the disease, also describing the perspective for
research with penile cancer patients in the region. The study will be conducted at
Aldenora Bello Cancer Hospital (HCAB), a referral center for PC treatment located in the
state capital, Sao Luis. Patients will be screened through a mobile application that will be
made available to the medical community, especially in the areas. where most of the cases
come from. These patients will be referred to the HCAB, where the first consultation will
be performed, with physical examination of the penis and other examinations necessary
for diagnostic elucidation. In addition, an interview will be conducted to collect
sociodemographic data. Once the diagnosis is made, the patient will be evaluated by the
team of surgeons with experience in the area, who defined the best approach to be adopted
for each patient. The surgical specimen will be subjected to full inclusion for detailed
histological analysis, and fresh tumor fragments will be collected during surgery. This
material will be used for tumor RNA and DNA extraction, which will be used for HPV
detection and genotyping, HPV 16 variant analysis, HPV physical state definition, p53
and E6 polymorphism analysis, and bioinformatics assays. Formal fixed and paraffin
embedded material will be used to evaluate the expression of important markers such as

pl6, p53, ki67, HPV-E6 and E7. By integrating the data from this prospective study, we



109

hope to contribute to a better understanding of the etiological aspects and biology of these
tumors in Maranhdo, in addition to improving the approach and follow-up of patients,

from screening to treatment, linking clinical routine to laboratory research.

Keywords: penile cancer, Maranhdo, study protocol.
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Background

Penile cancer (PC) is a rare neoplasm in developed countries. However, it has a
high incidence in developing one, mainly in some areas of Asia, Africa and South
America [15]. When compared to others cancers, in PC, data regarding the
epidemiological, etiologic, histopathological, treatment, and follow-up aspects of the

disease still incipient.

Despite this, some risk factors have been proposed for PC [41]. The disease
appears to be more prevalent in older men, living in rural zone and with low education
levels [8]. Others risk factors such as tabagism, alcoholism, phimosis, poor hygiene of
the penis, chronic inflammation conditions and infection by high-risk Human

papillomavirus (HR-HPV) also may increase the risk for the disease [39].

According data from International Agency for Research on Cancer (IARC), the
age-standardized rate (ASR) of PC in United States is 0.5/100.000 men, and still smaller
in Jwish men born in Israel, with 0.1/100.000. The low age-standardized rate reported in
Israel is commonly associated to the cultural practice of neonatal circumcision in this

region, with appears to be a protective factor for disease.

In contrast, the highest incidence is report in Uganda, in Africa (5.6/100.000).
According IARC, Brazil occupies the thirteenth position in the ranking of incidence of
PC worldwide, with a rate of 1,6/100.000. In Brazil, despite the initiatives of IARC, when
we analyze the number of cases used to calculated incidence, it’s too small when we
compared with data of local studies that describe with more details the reality of the
disease in the country. Besides that, only cases from six cities is used by IARC to calculate

national incidence.
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Due de large number of under diagnosed cases, these local studies it’s essential to
understand better the real situation of PC in Brazil. These studies reveals the north and
northeast of Brazil as the regions with highest incidence of the disease, especially the

state of Maranhio.

In 2018, our study group published a retrospective study of 392 patients diagnosed
with PC during 2004-2014 in Maranhao [54]. Despite our data are only collected in one
referral center in the state, the calculated age-standardized incidence (ASR) revels a rate
13.89 per 100.000 men over an 11 years period, corresponding to an average ASR of 6.15
per 100.000 men over a 5-year period. The ASR of 6.1 per 100.000 men recorded exceeds
the highest international rates reported by IARC. The state has rural socioeconomic
characteristics, being historically marked by intense social inequalities and extreme
poverty. In this context, access to basic health, especially in rural areas is scarce, making
it difficult to carry out periodic consultations and consequently making it hard diagnose

a serious number of diseases, including PC.

Our data reveals an alarming situation of PC in Maranhdo. Most patients present
in advanced stage at diagnosis, usually with local metastasis and requiring mutilating
treatment. There’s only two reference hospital to treatment of PC in Maranhdo, both
localized in the capital, and beside the high incidence of the disease in state, no
standardized clinical protocol is used to approach these patients, in oncologic research
level, the medical record generally presents with loss of basic information such as
symptom onset, habits and addictions, etc. Besides that, no strategies are used for correct

conduction of these patients, who in great majority lose hospital follow-up.

Due the large number of missing information in our first retrospective study, loss
of patients follow-up and the absence of standardized protocol for PC in our hospital

setting, we decided carry out a prospective study aiming to perform a better screening of
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PC cases in Maranhdo, using a careful methodology both to clinical and laboratory
approach, accompanying patients from the first medical consultation to postoperative. We
also aim to have an impact on early diagnosis and reduction of the number of cases of the

disease. In addition, we described our perspective to research with these patients.

Methods/Design

Location

This study will be conducted at the Hospital do Cancer Aldenora Bello and at Hospital

Universitario Presidente Dutra, in Sdo Luis, Maranhdo, Brazil.

Objectives

The objective of this study is to standardize the care of patients with penile cancer in one
reference hospital in the state of Maranhio, a region with a high incidence of the disease.
The main secondary objectives are to provide data on the clinical and epidemiological
aspects of this type of tumor and to conduct research that best characterizes the

histopathological and molecular aspects of the disease.

Design

This is a prospective study of a research group in penile cincer of the Federal University
of Maranhdo, Brazil. The eligible patients for this research are men older than 18 years,

with clinical and histopathological diagnosis of PC and who formally agreed by signing
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the consent form to participate in the research. Patients with previous chemotherapy and
radiotherapy treatment or who do not require surgical intervention as the main therapeutic

method will be excluded.

Patient Screening

Screening of penile cancer patients will be performed through a mobile
application that will be developed and disseminated to the medical community of the state
of Maranhdo, in order to notify cases and referral to the referral center (Aldenora Bello
Cancer Hospital), located in the capital of Sdo Luis. With this approach it will be possible

to minimize underreporting of cases of the disease in the state.

First medical appointment and preoperative analysis at reference center

Penile cancer patients referred to the referral hospital will initially be approached
by a urologist. They will perform a physical examination and interview for the collection
of clinical and socioeconomic data. Penile carcinoma is usually a clinically obvious lesion
but it may be hidden under a phimosis. Physical examination should include palpation of
the penis to assess the extent of local invasion and palpation of both groins to assess the
lymph node status. Careful palpation of both groins for enlarged inguinal lymph nodes
must be part of the initial physical examination of patients suspected of having penile

cancer [1].

If there are no palpable lymph nodes, the likelihood of micro-metastatic disease is
about 25%. Imaging studies are not helpful in staging clinically normal inguinal regions,

although may be used in obese patients in whom palpation is unreliable [3]
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Palpably enlarged lymph nodes are highly indicative of lymph node metastases.
Physical examination should note the number of palpable nodes on each side and whether
these are fixed or mobile. Additional imaging does not alter management and is not
required. A pelvic CT scan can be used to assess the pelvic lymph nodes. Imaging with
18FDG-PET/CT has shown high sensitivity (88-100%) and specificity (98-100%) for
confirming metastatic nodes in patients with palpable inguinal lymph nodes [43, 47].
After the physical examination and analysis of the imaging exams and definition of the
type of surgical procedure to be adopted, the patient will be included in the hospital's

surgery schedule.

Surgical aspects

There are no randomized controlled trials (RCTs) or observational comparative
studies for any of the treatment options for localized penile cancer. Penile preservation
appears to be superior in functional and cosmetic outcomes to partial or total penectomy,
and is considered to be the primary treatment method for localized penile cancer.
However, there are no RCTs comparing organ-preserving and ablative treatment

strategies.

Histological diagnosis with local staging must be obtained before using non-
surgical treatments. With surgical treatment, negative surgical margins must be obtained.
Treatment of the primary tumour and of the regional nodes can be staged. Local treatment
modalities for small and localized penile cancer include excisional surgery, external beam
radiotherapy (EBRT), brachytherapy and laser ablation. Patients should be counselled

about all relevant treatment options.
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During the surgical procedure, fresh tumor fragments will be collected for
molecular analysis of the cases. Fresh tissue samples collected for DNA extraction will
be stored in TLN (400mM NaCl; 25mM TRIS HCI pH = 8.0; 50mM EDTA pH = 8.0)
and samples intended for RNA extraction will be stored in RNA later ™ stabilization

solution.

Treatment of superficial non-invasive disease (PeIN)

Topical chemotherapy with imiquimod or 5-fluorouracil (5-FU) is an effective
first-line treatment. Circumcision is advisable prior to the use of topical agents. Due to
high persistence/recurrence rates, treatment must be assessed by biopsy and long-term
surveillance is warranted. An insufficient response may signify underlying invasive
disease. Significant inflammatory responses may occur [25, 45]. Complete responses
have been reported in up to 57% of PeIN cases and in 74% of cases treated by

circumcision and 5-FU withoutrelapse. If topical treatment fails, it should not be repeated

[4].

Laser treatment with a neodymium:yttrium-aluminium-garnet (Nd:YAG) or
Carbon dioxide (CO2) laser is an effective treatment option (Bandieramonte, G., et al.
2008; Meijer, R.P., et al. 2007). Visualisation may be improved by photodynamic

diagnosis with the CO2 laser. Rebiopsy for treatment control is mandatory [33].

Glans resurfacing, total or partial, can be a primary treatment for PeIN or a
secondary option in case of failure of topical chemotherapy or laser therapy. Glans
resurfacing consists of complete removal of the glandular epithelium followed by

reconstruction with a graft (split skin or buccal mucosa). However, in one study in cases
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of glans resurfacing for presumed PeIN, up to 20% of patients were found to have

invasive disease on histopathological examination [45].

Treatment of invasive disease confined to the glans (category T1/T2)

Small and localised invasive lesions should receive organ-sparing treatment.
Additional circumcision is advisable for glandular tumours. Foreskin tumours are treated
by ‘radical circumcision’. Local excision, partial glansectomy or total glansectomy with
reconstruction are surgical options. External beam radiotherapy or brachytherapy are
radiotherapeutic options. Small lesions can also be treated by laser therapy but the risk of

more invasive disease must be recognised.

Treatment choice depends on tumour size, histology, stage and grade, localisation
(especially relative to the meatus) and patient preference. There is no clear evidence as to
the required width of negative surgical margins. With organ-sparing these can be
minimal. For a general recommendation, 3-5 mm can be considered a safe maximum. A
gradebased differentiated approach can also be used, with 3 mm for grade one, 5 mm for
grade two and 8 mm for grade three. This approach has its limitations due to the

difficulties with penile cancer grading [28, 35].

Radiotherapy is an organ-preserving approach with good results in selected
patients with T1-2 lesions <4 cm in diameter [29]. It can be given as external radiotherapy
with a minimum dose of 60 Gy combined with a brachytherapy boost or as brachytherapy
alone. Reported results are best with brachytherapy with local control rates ranging from

70-90% [13].
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Treatment recommendations for invasive penile cancer (T3-T4)

Treatment of disease invading the corpora cavernosa and/or urethra (T3) is the
glansectomy with distal corporectomy and reconstruction or partial amputation with

reconstruction are standard. Radiation therapy is an option [17, 35].

Treatment of locally advanced disease invading adjacent structures (T4) is the
extensive partial amputation or total penectomy with perineal urethrostomy is the
standard advisable treatment. For locally advanced and ulcerated cases, neoadjuvant
chemotherapy may be an option. Otherwise, adjuvant chemotherapy or palliative

radiotherapy are options [28].

Management of regional lymph nodes

The management of regional lymph nodes is dependent on the clinical inguinal
lymph node status. There are three possible scenarios. First, the clinical lymph nodes
appear normal on palpation and are not enlarged. Secondly, the inguinal lymph nodes are
palpably enlarged, either uni- or bilaterally. Thirdly, there are grossly enlarged and

sometimes ulcerated inguinal lymph nodes, uni- or bilaterally [28].

Management of patients with clinically normal inguinal lymph nodes (cNO)

Risk stratification for the micro-metastatic inguinal lymph node disease depends
on stage, grade and the presence/absence of lymphovascular invasion in the primary
tumor [35]. pTa/pTis tumours and those with low grade have a comparatively low risk of

lymphatic spread. Well-differentiated G1 pT1 tumours are considered low risk, pT1G2
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intermediate risk and pT1G3 and all higher stage tumours are considered high risk for

lymphatic spread [28].

Since no imaging technique can detect micro-metastatic disease, invasive lymph
node staging is recommended for pT1 tumours of intermediate and high risk, as well as
for T2-T4 tumours. Fine-needle aspiration cytology also does not reliably exclude micro-

metastatic disease and is not recommended [51].

Invasive nodal staging can be done by modified inguinal lymphadenectomy
(mILND). Modified ILND is an alternative option, whereby the medial superficial
inguinal lymph nodes and those from the central zone are removed bilaterall, leaving the
greater saphenous vein untouched. If lymph node metastasis is found, ipsilateral radical

inguinal lymphadenectomy is indicated [19, 49].

Management of patients with palpable inguinal nodes (cN1/cN2)

With uni- or bilateral palpable inguinal lymph nodes (cN1/cN2), metastatic lymph
node disease is highly likely. The notion that these may be inflammatory and that
antibiotic treatment should first be used is unfounded and dangerous as it delays curative
treatment [42]. Palpably enlarged groin lymph nodes should be surgically removed,
pathologically assessed (by frozen section) and, if positive, a radical inguinal

lymphadenectomy should be performed [42].
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Pelvic lymphadenectomy

Patients with two or more inguinal lymph node metastases on one side and/or
extracapsular lymph node extension need to undergo ipsilateral pelvic lymphadenectomy.
This recommendation is based on a study in which the rate of positive pelvic nodes was
found to be 23% in cases with more than two positive inguinal nodes and 56% in those
with more than three positive inguinal nodes or extracapsular extension [24, 28]. In
patients with pN2/pN3 disease, adjuvant chemotherapy is recommended after

lymphadenectomy [23].

Management of patients with fixed inguinal nodes (cN3)

Patients with large and bulky, sometimes ulcerated, inguinal lymph nodes require
staging by thoracic, abdominal and pelvic CT for pelvic nodes and systemic disease. In
clinically unequivocal cases, histological verification by biopsy is not required. These
patients have a poor prognosis. Multimodal treatment with neoadjuvant chemotherapy

followed by radical lymphadenectomy in responders is recommended [7, 37].

Neoadjuvant Chemotherapy

According to Panday et al. (2006), patients with local regional advanced disease
(i.e. T4 primary tumor, bulky or bilateral inguinal nodes or pelvic adenophaty) have a
higher risk of recurrence if treated with surgery alone. Neoadjuvant chemotherapy can
early treat circulating tumor cells in order to prevent the occurrence of distant metastasis
and also provide a better surgical approach on patients with unresectable tumors who have

a good response. There are no phase III trials that address this issue, but two-phase 11
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prospective studies showed a potential benefit of preoperative chemotherapy in this
scenario, especially with combinations including platinum derivatives. The combination
of paclitaxel, ifosfamide and cisplatin (TIP) provided a 50% objective response rate
(ORR), with 10% of clinical complete responses (cCR) in patients with N2/N3 tumors,
with no worse rate of postoperative complications compared to historic control, and a
median overall survival (OS) of 17.1 months, and with 36.7% of patients free of relapse
in the 50 months of follow-up [31]. Other study that used the combination of cisplatin,
docetaxel and 5-FU (TPF) in patients with T4 or N3 tumors showed a 60% ORR and
evidenced that chemotherapy responders had a better OS and disease-specific survival

than non-responders [14].

Although these studies were performed on patients with de novo locally advanced
disease, it is acceptable that patients with local recurrence after surgery that not received
previous chemotherapy undergone neoadjuvant chemotherapy considering a further

salvage resection, when not feasible at the time of recurrence.

Adjuvant Chemotherapy

There is no data from prospective studies that support the benefit of postoperative
chemotherapy in patients with penile cancer submitted to surgery even in higher risk
tumors, but a retrospective multi-institutional study evaluated the use of postoperative
TIP, TPF or VMB (vimblastine, methotrexate and bleomicin) in patients with positive
pelvic lymph nodes (pN3) after primary tumor resection associated with inguinal and
pelvic lymph nodes dissection, suggested a benefit in OS for those patients who
undergone adjuvant chemotherapy compared to those who were submitted to surgery

alone (21.7 vs. 10.1 months, respectively; P = 0.048) [46].
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According to Giannatempo et al. (2014), patients that presents another high-risk
feature, as bilateral or > 3 unilateral positive inguinal nodes (pN2) and extranodal
extension (pN3) can be considered to adjuvant chemotherapy based on another

retrospective study data.

Sistemic treatment for metastatic disease

Patients with progressive disease after neoadjuvant chemotherapy, non suitable
for surgery, or that presents distant metastasis should be treated on a palliative setting.
Sistemic chemotherapy combinations are chosen according to patient performance status
(PS). For patients with good PS (ECOG 0 and 1) and no severe comorbidities, we prefer
triplets including cisplatin, taxane and 5-FU, as TIP or TPF, due to higher response rates
on the neoadjuvant trials (50% to 60%) [14, 31]. We no longer use VMB (vimblastine,
methotrexate and bleomicin) due to high toxicity and unavailability of bleomicin in our
region. For patients not able to receive a chemotherapy triplet because of high toxicity,
the combination of cisplatin and 5-FU can be used, with the median response rate of 32%
[22]. For patients with contraindication to cisplatin regarded to renal disfunction, a
combination of carboplatin and paclitaxel can be an option [7]. Patients with ECOG 3 to
4 or who have important organic dysfunction or severe comorbidities are offered best

supportive care.

Response evaluation

The response evaluation of systemic therapy (neoadjuvant or palliative) take in
account the changing on symptoms, and reduction of metastatic even seen on the clinical

examination or on the radiological images. Routinely we take baseline physical
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examination, CT scans of pelvis, abdomen and thorax and laboratorial analysis of renal,
hepatic and hematologic function. The CT scans are performed again after 2 to 3 cycles
of chemotherapy, depending on the tolerability of treatment. Symptoms reporting and
physical examination is performed each medical appointment with the clinical oncologist,
which happens before each cycle of chemotherapy. The clinical criteria to response or
disease progression is improvement or worsening, respectively, of pain or other
symptoms related to tumor growth or observation of changings of size of the lesions on

physical examination. The radiologic response criteria are based on RECIST 1.1 [44].

Histopathological analysis after surgical approach

Macroscopy

After the surgical procedure, the macroscopic description of the lesions will be performed
following the Macroscopy Manual of the Pathology Service of the Ribeirao Preto Clinical
Hospital (SERPAT - HCRP). The partial penectomy product will be initially
photographed to record the visual aspects of the tumors. The surgical specimen will be
evaluated for penis length and diameter and foreskin length and thickness. The lesion will
be evaluated for size, color, growth type (papillary, warty or ulcerated), consistency
(friable, soft, firm, fibroelastic), limits (well / poorly defined, infiltrative, expansive),
location (glans, foreskin, coronal sulcus, body), infiltration levels (cancellous, cavernous
bodies, urethra) and distance from the surgical margin. When lymph nodes are present,
they will be evaluated for laterality, number of lymph nodes isolated and diameter of the

largest and smallest lymph nodes.

Microscopy



123

The microscopic aspects will be evaluated according to protocol adapted from the
Protocol for Examination of Specimens from Patients with Carcinoma of the Penis
recommended by the College of American Pathologists. The following aspects will be
addressed: lesion location, tumor focus, histological type (Non-HPV-related squamous
cell carcinoma or HPV-related squamous cell carcinoma), degree of differentiation,
infiltration levels (cavernous body, spongy, albuginous tunic, urethra ), tumor thickness,
lymphatic and vascular invasion, presence of associated in situ carcinoma, sarcomatoid
transformation, presence of lymphocyte infiltrate, associated lichen sclerosus, budding
and cluster tumor and koilocytosis. When lymph nodes are present, they will be evaluated
for laterality, number of lymph nodes involved, diameter of the largest and smallest lymph
nodes, presence of confluence and extranodal extension. Tumor staging will be performed

according to the Pathologic Stage Classification (pTNM, AJCC 8th Edition).

Morphological changes suggestive of HPV infection

The histological diagnosis of human papillomavirus (HPV) will be performed by
identifying koilocytes. The presence of koilocytosis provides important information for
identifying HPV-associated lesions and has been widely used in screening for cases with
virus infection. For koilocyte analysis, the three main criteria proposed by Abadi et al.
(1998) will be considered: (1) Presence of perinuclear halo; (2) nuclear atypia; (3)

presence of binucleations.

DNA and RNA extraction to research purpose
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During each patient's surgical procedure, fresh tumor fragments will be collected
for DNA and RNA extraction. Samples will be stored and used for research purposes.
DNA samples will be initially used for molecular detection of human papillomavirus
(HPV) and analysis of p53 protein genetic polymorphisms. For DNA isolation, the
DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen cat. 69504) will be adopted and for RNA isolation
the RNeasy Mini Kit (Qiagen cat. 74104) will be used. Samples will be diluted in 50 uLL
of elution buffer and evaluated for extraction quality by quantification on a NanoDrop®
spectrophotometer with concentrations expressed in ng / uL and 260/280 measurement
purity (between 1.8 and 2,0) and 260/230 (above one). DNA samples will be stored in -

20°C freezer and RNA in -80°C freezer.

HPYV molecular detection and genotyping

Tumor DNA samples from each patient will be subjected to amplification quality control
and initially subjected to qualitative PCR (Polymerase Chain Reaction) for the B-globin
gene (268 bp fragment). B-globin positive samples are subjected to HPV detection by
two-step PCR (nested PCR). In the first PCR a set of generic primers called PGMY09 /
11, described by GRAVITT et al. (2002), who produce a 450 bp fragment from the L1
region of the HPV capsid. GP5 +/ 6 + primers (JACOBS et al., 1997), which generate a
170 bp amplicon, also corresponding to the L1 region of the viral capsid, are contained
in the second PCR and are contained in the amplified 450 bp fragment in the first round
of PCR. The amplicons are separated on 1.5% agarose gel, subjected to a constant voltage
of 90V for 40 min, stained in SYBR ™ Safe DNA Gel Stain and visualized in UV
transluminator. Positive are those who had amplification for f-globin and PGMY09 / 11
and / or GP5 +/ 6 +. The fragments will be submitted to genotyping by the sequencing

reaction with the DY Enamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit, according to the
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protocol suggested by the manufacturer (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Sequenced
samples will be genotyped by comparing sequences found with sequences available in

genetic databases using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

HPV-16 variants

Following sequencing genotyping, HPV-16 positive cases will be subjected to
PCR amplification of the E6 viral gene using primer sequences described by Sotlar et
al. (2004). The amplicons will be subjected to the sequencing reaction alone and the
results will be evaluated by the MEGA software (v. 6.0), comparing the sequences found
with those described by Burk et al. (2013), being later classified into variants A, B, C or

D, and subgroups.

HPV-16 physical state

HPYV physical state analysis will be performed according to the HPV-IntG method,
which directly analyzes the physical status of the human papillomavirus (HPV) genome
by multiplex PCR, analyzing the integrity of the viral genes E1, E2, E4, HPV subtype ES,
E6 and E7 16 and 18 and checking for recombination between the cellular genome and
the viral genome in these regions. The primer sequences used and the in-house method of
analysis have not been described as they are in patent application. The samples analyzed

will be classified as: integrated, episomal and mixed.

P53 codon 72 polymorphism
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The determination of the p53 genotype in exon four and codon 72 will be
conducted by allelic discrimination using conventional PCR (Polymerase Chain
Reaction) using the ArgF /R (141pb) and ProF / R (177bp) primers in separate tubes. As
a positive control of each reaction, a pair of primers for the B-globin gene (366 bp
fragment) will be used. 2.0 pul of DNA from each tumor sample will be used in a 25 pl
end product reaction using the MASTER MIX PCR PLATINUM SUPERFI kit
(ThermoFisher ™) following the thermocycling conditions specified by Brenna et al.
(2004). The amplicons will be separated on a 2.0% agarose gel, subjected to a constant
voltage of 90V for 40 min. Only those that have amplification for the B-globin gene
(internal control) will be considered for analysis. In the analysis of agarose gel those that
have application only for the ArgF / R primer or only for ProF / R primer will be
considered homozygous (Arg / Arg or Pro / Pro) and those that have amplification for
ArgF / R and ProF primers. / R simultaneously will be considered heterozygous (Arg /

Pro). Later the fragments will be sequenced to confirm the genotype.

HPV-16 E6 and p53 molecular docking

The deduction of the amino acid sequences of E6 and P53 based on the sequences
obtained will be performed by the online tool Expasy Translate Toll. In the online
software I-TASSER will be made the three-dimensional modeling and the obtained
three-dimensional structures will be viewed and modified in the software PyMOL
1.5.0.4. The docking of the interaction between pS3 and E6 in order to analyze the
binding affinity of both will be performed using PatchDock software

(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/).

Immunohistochemistry


http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
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The protein expression profile of p16, p53, ki67, HPV-E6 and HPV-E7 will be
evaluated by immunohistochemistry. Dako EnVision ™ kit and processing on PT Link
(DAKO) equipment will be used for all assays. Initially the blocks with representative
areas of the tumor of each patient are refrigerated at -20°C for 60 minutes. For each block,
3um-thick histological sections are made and placed on silanized slides suitable for
immunohistochemistry. The slides are incubated in an oven for 30 minutes at 60 ° C to
remove excess paraffin (deparaffinization). After this step, slides are immersed in a
recovery solution containing Dako Target Retrievel Solution (10x) diluted 1:10 in
distilled water, and temperature cycled in PT Link according to standard protocol
provided by the supplier (pre - heating to 65 ° C; antigen recovery at 97 ° C for 20 minutes;
cooling to 65 ° C). The slides are then washed in Dako Wash Buffer (1x) for five minutes.
Subsequently, the following steps are performed: endogenous peroxidase block (5 min),
application of monoclonal primary antibody to each marker evaluated (60 min); polymer
application (20 min); 3.3 'Diaminobenzidine (DAB) chromogen staining (10 min), against

Harris Hematoxylin staining (5 min) and slide assembly for optical microscope analysis.

Discussion

PC is a rare neoplasm in developed countries, which may indirectly justify the limitations
in diagnostic and therapeutic methods for the disease, coupled with its higher incidence
in developing countries, which often have research investment deficits. PC is considered
a public health problem in Brazil, since there is a high incidence of the disease in the
country, especially in the state of Maranhdo, recently considered the place with the

highest worldwide incidence of PC [54].



128

The epidemiological and clinical profile of patients described by Coelho et al (2018) in
Maranhao is similar in certain points to that observed in other studies, especially those
performed in regions with low socioeconomic indices such as Maranhdo. Despite the
importance of the data described by our research group in the article published by Coelho
et al (2018) in a retrospective survey, many questions remain unanswered about the high
rate of the disease in the state, besides the lack of clinical protocol that is applicable in
local clinical practice and prospective studies to address these problems and provide

better follow-up of these patients.

The first step of this study is patient screening. In works by De-Sousa et al (2015), Coelho
et al. (2018) and Martins et al. (2018), it was observed that the vast majority of patients
come from inland regions of Maranhao, where access to health is limited and the chances
of underdiagnosed cases occur are higher. As a way to publicize the referral center and
perform a better screening of these patients, we propose the development of an application
that will be developed in partnership with the regional health authorities, which will be
disclosed to the state's medical community, especially those who work in the interior. of
State. With this tool we aim to improve case notification and referral of patients with

clinical suspicion of the disease to the referral center in the capital of Maranhao, Sao Luis.

Factors such as age, phimosis, poor hygiene, smoking, alcoholism, inflammatory
conditions, sexual history, and human papillomavirus (HPV) infection have been widely
considered to be risk factors for penile cancer [8]. In addition, the disease is more frequent
in men with unfavorable socioeconomic and educational conditions [9, 38]. Thus, after
receiving the patients at the referral center, in the first consultation in addition to the
physical examination of the penis, we considered it extremely important to carry out a

questionnaire to know the lifestyle of each patient. With this information we will be able
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to evaluate if the risk factors already described for the disease actually make up the local

sample, besides better characterizing the socio-behavioral aspects of the patients.

After the clinical approach at the first consultation with the urologist, the patient will be
informed about the therapeutic options and the type of conduct that best fits his clinical
condition. In cases of surgical procedure, the patient will be referred for preoperative
evaluation. The main aims of the treatment of the primary tumor are complete tumor
removal with as much organ preservation as possible without compromising oncological
control. Local recurrence has little influence on long-term survival, so organ preservation

strategies are justified [19].

During the surgical procedure we propose to collect fresh tumor samples for DNA and
RNA extraction from these tumors for research purposes. Molecular assays based on
DNA and RNA analysis have been widely used to better understand the mechanisms
involved in cancer genesis, as well as in the search for biomarkers of diagnostic,
prognostic and therapeutic value. The main utility of DNA samples will be for detection
and genotyping of human papillomavirus (HPV) by PCR. De-sousa et al. (2015) and
Martins et al. (2018) describe a high prevalence of HPV-infected penile tumors in
Maranhao, especially subtypes of high oncogenic risk, such as subtype 16. Interestingly,
from the histological point of view, Coelho et al. (2018) also report a high prevalence.
histological alterations suggestive of viral infection, as well as a large number of
condimotamous tumors when compared to other studies [9]. With a detailed
histopathological analysis and a well-designed methodology that addresses from the
complete inclusion of the surgery piece to the microscopic analysis of various histological
parameters, we also sought to describe cytological changes (koilocytes) in these tumors,

as another method of detecting viral action.



130

Given the large number of HPV-positive cases already described, especially subtype
16, we will study the characteristics of these tumors for infection by this high-risk subtype
oncogene. We will analyze the physical state of the viral genome. The physical state of
the virus genome in the host cell seems to play an important role in the persistence of
infection and injury induction. In cervical epithelial cells, the integration of the virus
genome into the cellular genome is described as a crucial step in the evolution of
intraepithelial neoplasms to invasive tumors [34]. E6 and E7 proteins are also believed to
cooperate in disrupting chromosomal duplication and segregation mechanisms during
mitosis, inducing genomic instability [21]. There are no concise data on this process in
penile tumors.

For HPV-16 positive cases, we propose to evaluate the variants of this viral subtype,
as they may determine greater or less aggressiveness to tumors. Furthermore, with the
analysis of specific genetic polymorphisms, since cellular protein polymorphisms have
been associated with higher susceptibility to HPV infection and persistence of infections.
The best studied is found in exon 4 of codon 72 of protein pS3 (Arg / Arg) [36]. This
homozygous polymorphism was associated with a 7x higher risk of developing HPV-
associated tumors when compared to the Arg / Pro and Pro / Pro polymorphisms [20]. In
a study aimed at determining the p53 variant in uterine colon tumors of Brazilian women,
it was observed that about 67% of them had homozygosis for this polymorphism and 33%
were heterozygous (Arg / Pro) [55]. In addition, tumors infected with different variants
of viral subtype 16 have variable clinical behavior [10].

By analyzing p53 polymorphisms and E6 protein sequence, it is possible to perform
protein prediction and molecular docking analysis between these two proteins by
bioinformatics. Bioinformatics arises through the need for tools to analyze a very large

volume of data generated by molecular biology, making it possible through computational
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analysis of DNA, RNA and protein sequences [2]. Molecular modeling is decisive in
elucidating intra and intermolecular interactions, using computational methods for
predicting 3D structures and protein function [30]. Molecular docking is an important
computational tool that allows you to “snap” a ligand to its receptor and explore possible
interaction sites between a compound and a protein of interest. This tool has been widely
used in drug design and site-specific interaction studies, helping to understand the
functioning of certain proteins and elucidate mechanisms of action.

We also will analyze the expression profile of p16, p53, ki67, HPV-E6 and HPV-E7.
Overexpression of p16 is widely used as an indirect marker of high-risk HPV infection in
several types of virus-associated tumors [16, 40]. Positivity for p53 has been linked to
worse prognosis in CaPe, with low SLD and higher risk of lymph node metastasis [18].
Lopes et al. (2012) in multivariate analysis observed that p53 expression was an
independent factor for the occurrence of CaPe lymph node metastasis. Expression of ki67
has been associated in head and neck tumors with increased proliferative index, tumor
thinning, lymph node involvement and disease progression [21, 52]. In CaPe some
studies have shown the same predictive value of worse prognosis and lower disease-free
survival [6, 48]. The analysis of E6 and E7 was not described for penile cancer. We aimed
to describe the expression profile of these proteins and use them as another HPV detection

method.

By integrating the data from this prospective study, we hope to contribute to a better
understanding of the etiological aspects and biology of these tumors in Maranh3o, in
addition to improving the approach and follow-up of patients, from screening to

treatment, linking clinical routine to laboratory research.
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