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RESUMO

Embasamento: O aumento da expressao do fator tecidual (FT) foi correlacionado
com pior prognostico e sobrevida em varias neoplasias malignas. Em tumores
uroldgicos, foi estudado na préstata, bexiga e rim. No presente estudo avaliamos a
expressdo imunoistoquimica do FT em espécimes de cancer de pénis,

correlacionando com fatores prognosticos e sobrevida.

Materiais e Métodos: Um total de 34 pacientes tratados com penectomia parcial ou
total por cancer de pénis no Hospital Sdo Lucas da PUCRS no periodo entre janeiro
de 1998 a dezembro de 2012 foram incluidos no estudo. A expressédo do FT foi
determinada com metodologia quantitativa em amostras de tecido em parafina e
correlacionada com idade, estadiamento clinico, estadiamento patologico,

envolvimento linfonodal, grau de diferenciagcéo histologico e sobrevida.

Resultados: A expressao do FT foi observada em 26 espécimes (76,4%). A média
da expressdo na amostra foi de 27,8 um? [IC 95% 20,0 — 35,6, DP 22,4]. Houve
diferenca significativa em relacdo a idade entre os grupos com expresséo alta e
baixa [57,6 anos (DP 9,9) contra 67,3 anos (DP 16,4), p = 0,047]. O seguimento
médio foi de 28,3 meses (intervalo de 1 a 139,6 meses). Durante o
acompanhamento houve 8 Obitos (76,5%), 4 em cada grupo, todos relacionados a
neoplasia. Na analise multivariada, ndo houve correlagao entre a expressédo do FT e

as variaveis em estudo.

Conclusoes: O FT foi expresso na maioria das amostras de cancer de pénis. Nao

houve correlacdo entre nivel de expressao do FT, fatores prognésticos e sobrevida.

Palavras-chave: cancer de pénis, fator tecidual, imunoistoquimica, prognostico.



ABSTRACT

Purpose: Increased expression of tissue factor (TF) was correlated with worse
prognosis and survival in various malignant neoplasms. In urologic tumors, it was
studied in prostate, bladder and kidney cancers. The present study evaluates the
immunohistochemical expression of TF in human penile cancer, correlating it with

prognostic factors and survival.

Materials and Methods: A total of 34 patients were treated by partial or total
penectomy for penile carcinoma at our institution from January 1998 to December
2012. The immunohistochemical expression of TF was determined by a quantitative
methodology in formalin-fixed paraffin-embedded tissue samples and correlated with
age, clinical stage, pathologic stage, lymph node metastases, tumor grade and

survival.

Results: Immunohistochemical expression of TF was observed in 26/34 (76.4%)
specimens. The mean area of TF expression in the samples was 27.82 pm? [95% CI
20.0 — 35.6, SD 22.4]. Mean age was significantly lower among patients with
increased TF expression in comparison to those with lower TF expression [57.6 (SD
9,9) vs. 67.3 years (SD 16,4); p = 0.047). Mean postoperative follow-up was 28.3
months (from 1 to 139.6 months). There were eight deaths (23.5%), four in each
group, all related to the penile cancer. In multivariate analyses, there was no

statistically significant correlation between TF expression and the study variables.

Conclusions: TF was expressed in most samples of penile cancers. There was no
statistically significant correlation between TF expression, prognostic factors and

survival.

Key Words: penile cancer, tissue factor, immunohistochemistry, prognosis
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de Pénis

O cancer de pénis é considerado uma neoplasia rara em paises
desenvolvidos e sua ocorréncia estd quase sempre relacionada as mas condi¢coes
socioeconOmicas. (1) Em paises europeus e no Canada apresenta frequéncia de 0,5
a 1,3 casos para cada 100000 habitantes.(2) Nos EUA o céncer de pénis é
responsavel por 0,3 a 0,8% de todos os canceres em homens e 2% dos canceres
genitais do homem, com mortalidade em torno de 1 a 2%. (3) (4) Em 2013, sdo
estimados 1570 casos novos nos EUA, com 310 mortes cancer especificas. (5)

Em alguns paises da América do Sul, Africa e Asia, incluindo Uganda, China
e India, constitui um grave problema de satde com incidéncias entre 10 a 20%. (3,
6, 7) No Brasil corresponde a apenas 2% de todos os tipos de tumores malignos em
homens. Nas regides Norte e Nordeste a incidéncia é cerca de 5 vezes maior em
relacdo ao Sul e Sudeste; em alguns locais a prevaléncia do céncer de pénis chega
a superar os tumores de préstata e bexiga. (8) (9) Alguns estudos sugeriram que a
incidéncia do cancer de pénis tem diminuido em alguns paises, incluindo Finlandia,
Dinamarca, Estados Unidos, india e outros paises asiaticos (10, 11). As razées da
reducdo s&o incertas mas parece ser relacionada em parte com o0 aumento da

atencéo a higiene pessoal.

Acomete principalmente homens de classe social e nivel de instrucéo baixos,
com pico de incidéncia entre a sexta e sétima décadas.(12, 13) Em estudo utilizando
os dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER), com
cobertura de 83% da populagédo americana , de 1998 a 2003 um total de 4967 casos
de céncer de pénis foram diagnosticados, com uma taxa anual ajustada de 0,81 por
100000 habitantes. Comparativamente, a incidéncia foi semelhante entre negros e
brancos, mas foi aproximadamente duas vezes menor em asiaticos. O risco foi 43%
maior em homens de condados com 20% ou mais da populacdo em niveis de

pobreza, em relacdo a homens vivendo em condados com menos de 10% no nivel
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de pobreza. A incidéncia também foi maior em homens vivendo em condados com

menos de 75% da populagdo com segundo grau completo. (14)

A incidéncia do carcinoma de pénis varia de acordo com a pratica de
circuncisao, higiene pessoal, fimose, numero de parceiros sexuais, infeccao por HPV
e tabagismo. (15) A circuncisdo neonatal diminui consideravelmente a ocorréncia do
carcinoma de pénis. O beneficio parece nao ser presente quando a circuncisao é
realizada em adultos. (16) A circuncisao tem mostrado beneficio em reducéo de
infeccdo por HIV, mas ndo para algumas DSTs, com herpes tipo 2, sifilis ou
gonorreia. (17) Além disso, pode n&o ser tao importante na redugao da incidéncia do
cancer de pénis em paises onde o boa higiene é praticada. (10) A circuncisdo
neonatal de rotina para prevencdo de céncer de pénis ainda & motivo de
controvérsia e debate; recentemente a Associacao Americana de Pediatria publicou
revisdo favoravel a realizagcdo da circuncisdo em neonatos pois 0s beneficios de
reducado de neoplasia de pénis, infeccao com HIV e HPV superam os riscos. (18) O
cancer de pénis é raro em comunidades religiosas em que a circuncisao é realizada
no periodo neonatal ou pré-puberal, como muculmanos, judeus e os Igbos da
Nigéria, comparados com o0s que rotineiramente ndo sdo submetidos, como os
hindus. (3) (6)

O efeito irritativo crénico do esmegma tem sido proposto como agente
etiolégico. O acumulo de esmegma abaixo do preplcio aumenta a incidéncia de
patologias inflamatdrias como a balanite crénica e a balanite xerética obliterante,
além predispor a fibrose do prepucio e ocorréncia de fimose em pacientes com
exposicao adequada da glande, com perpetuacéo do ciclo. A fimose esta presente

em cerca de 25 a 75% dos pacientes.

A infeccdo por certos subtipos de HPV também tem sido correlacionada com
o cancer de pénis. Histéria prévia de condiloma aumenta o risco em 5 a 6 vezes. O
HPV foi identificado em 70 a 100% das neoplasias intra-epiteliais € em 40-50% dos
casos de carcinoma de pénis invasivo. (19) Mais de 25 tipos de HPV infectam a

regiao genital. HPV 6 e 11 s&o mais comumente associados a lesdes nao
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displasicas como verrugas genitais. Em contraste, HPV 16, 18, 31 e 33 séo
associados com carcinoma in-situ e carcinomas invasivos. (20) HPV 16 parece ser
mais frequentemente detectado em tumores primarios e também é detectado em
doencas metastaticas. (20) Embora provavelmente seja um fator etiolégico no
desenvolvimento do céancer de pénis, sua presenca nao € invariavel, indicando que
fatores adicionais podem estar envolvidos. (21) O genoma do HPV codifica a
oncoproteina E6, que se complexa com a proteina de supressao tumoral TP53, e
oncoproteina E7, que liga-se a proteina do retinoblatoma (RB) afetando a regulagao

do ciclo celular. (22)

Alguns estudos mostraram associagao significativa entre exposicao ao cigarro
e desenvolvimento de céancer de pénis. Trabalho de Harish et al. identificou que
todos os tipos de exposicéo ao tabaco, ndo sé o cigarro, foram significativamente e
independentemente relacionados ao cancer de pénis na regressao multivariada.
(23)

A exposicéo a radiacéo ultravioleta, com ou sem uso de psoralenos (PUVA),
aumenta o risco consideravelmente, e é dose relacionada. Pacientes com liquen
escleroso (também conhecido como balanite xerdtica obliterante) tém risco de
desenvolver cancer de pénis ao longo da vida de 3 a 9%. (24) Numero elevado de
parceiros sexuais e relacdo sexual com animais também tém sido correlacionados

com o cancer de pénis. (25)

Usualmente comegca como uma pequena lesao que gradualmente extende-se
para envolver toda a glande, corpo e base do pénis. A lesdo pode ser papilar e
exofitica ou plana e ulcerativa. As taxas de crescimento s&o similares, mas o tumor
plano e ulcerativo tem tendéncia a metastase nodal mais precoce e é associado a
pior sobrevida em 5 anos. (21) Fimose pode obscurecer a lesdo e permitir a
progresséao silenciosa. Eventualmente ocorre odor fétido no prepucio e corrimento
com ou sem sangramento associado. Ocorre mais comumente na glande (48%),

prepucio (21%), glande e prepucio (9%), sulco coronal (6%) e corpo do pénis (<2%).
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(1) Retencéo urinaria e fistula uretral secundaria a invasdo s&o sinais raros de
apresentacao.

Pacientes com cancer de pénis, mais frequentemente que em outros tipos de
cancer, demoram a procurar servico de atencdo médica. 15 a 50% dos pacientes
demoram mais de um ano. (26) Em 2012, Skeppner et al. publicaram estudo com 59
pacientes consecutivos tratados para cancer de pénis de 2005 a 2009 no Orebro
University Hospital, em Orebro, Suécia. 65% dos pacientes demoraram mais de 6
meses para procurar atendimento médico. Morar com parceira estavel nao alterou
esse atraso. A causa mais comum foi o sentimento de vergonha por sintomas
localizados na area sexual. Em 9 pacientes houve diferenca de 3 meses entre a

primeira consulta ao médico e o diagndstico de cancer. (27)

Cerca de 95% dos tumores malignos do pénis sao carcinomas epidermdides.
Outras neoplasias, como os melanomas, carcinoma basocelular, os sarcomas e 0s
tumores metastaticos para o pénis sdo muito raras, e originadas principalmente em
bexiga, prostata e colon. O carcinoma verrucoso € uma variante clinica do carcinoma
epiderméide de pénis com comportamento clinico menos agressivo. (28, 29)
Histologicamente esses tumores apresentam caracteristicas diferentes de acordo
com o grau de diferenciacdo. Na epiderme, carcinomas epidermoides de pénis de
baixo grau (I-ll) mostram hiperceratose e papilomatose, com células escamosas
pouco atipicas, mostrando pontes intercelulares proeminentes, com poucas figuras
mitéticas e nucleos pleomoérficos aumentados com um ou mais nucléolos
proeminentes. Neoplasias menos diferenciadas (lll-IV) mostram pouca ou nenhuma
queratinizagdo, maior atipia nuclear e atividade mitética, e maior invasdo com areas
de necrose. Na derme, um infiltrado linfocitico ou inflamatério pode estar presente.
(3) Existe correlagao entre o tipo histolégico e comportamento biolégico do tumor.
Tumores grau | e lll apresentam metastases inguinais em 15 e 75% dos casos

respectivamente. (21)

O risco de envolvimento linfonodal varia de 0 a 48% em tumores G1, de 32 a
79% em G2, e 47 a 100% em G3. (21, 30) No estudo de Horenblas et al. houve

diferenca estatistica na sobrevida em 5 anos entre pacientes com tumores G1
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(79%) e pacientes com tumores G3 (47%). (31) Tumores bem diferenciados
costumam ocorrer em pacientes mais velhos e usualmente associados com liquen

escleroso preexistente e tem risco baixo de disseminagéo metastatica. (3, 21)

Marcadores moleculares nédo sao utilizados na pratica clinica, embora a
expressao de p53, Ki-67 e E-caderina tenham correlagdo com metéastase linfonodal.
(29, 32) Em estudo de Lopes et al., a expressdo de p53 foi um preditor independente
de metastase linfonodal, com sobrevidas em 5 e 10 anos significativamente menores
em pacientes p53 positivos. (33) Campos et al. reportaram incidéncia
significativamente maior de metastase linfonodal em pacientes com niveis baixos de
e-caderina em relacéo a pacientes com niveis altos de e-caderina. (34) Protzel et al.
reportaram 100% de metastases linfonodais em pacientes com expressao de Ki-67

maior que 60%, contra 0% em pacientes com expressao menor que 15%. (35)

A avaliagcao clinica deve mostrar localizacdo, tamanho, bordas, consisténcia,
fixac&o, extensao da neoplasia primaria e invasédo de outras estruturas, presenca de
dermatoses preexistentes e presenca de linfonodos aumentados. Inumeras lesbes
devem ser consideradas no diagnostico diferencial, incluindo condiloma, tumor de
Buschke-LOwenstein, balanite xerética obliterante e doencas infecciosas (dentre
elas: tuberculose, linfogranuloma venéreo, herpes, sifilis). Estudos de imagem
peniana ocasionalmente podem ser uteis. A confirmacéo histolégica é necessaria e
€ realizada por uma bidpsia incisional ou excisional, para determinar a extensao
anatdmica da invasao, grau tumoral e presenca de invasao linfovascular. Quando
ndo é possivel o exame de palpacgéo inguinal, por obesidade ou cirurgia prévia, ou
guando alguma linfadenopatia é palpavel, a tomografia computadorizada é util para
complementacéo diagnéstica. Rastreamento para metastases a distancia é realizado

quando clinicamente apropriado.

O estadiamento do cancer de pénis é mais comumente realizado utilizando-se

a sétima edicao do TNM da American Joint Committe (AJCC).
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Tabela 1. Estadiamento TNM 2010

T-Tumor primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso nao invasivo,

T1 Tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial

T1a: sem invasao linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado) (Grau 1-2)
T1b: com invasao linfovascular ou pouco diferenciado/indiferenciado (Grau 3-4)
T2 Tumor invade 0 corpo esponjoso/corpo cavernoso

T3 Tumor invade a uretra

T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes

N- Linfonodos regionais (Clinico e Patolégico)

cNX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

cNO Sem linfonodos inguinais aumentados visiveis ou palpaveis

cN1 Linfonodo inguinal palpavel mével unilateral

cN2 Linfonodos inguinais palpaveis méveis multiplos ou bilaterais

cN3 Massa de linfonodos inguinais fixa ou linfadenopatia pélvica, unilateral ou bilateral
pNX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

pNO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

pN1 Metastase intranodal em um Unico linfonodo inguinal

pN2 Metastases em miltiplos linfonodos inguinais ou em linfonodos inguinais bilaterais
pN3 Metastases em linfonodo(s) pélvico(s), unilaterais ou bilaterais, ou extensédo extranodal de
metastases em linfonodos regionais

M-Metastase a distancia

Mx Metastases a distancia ndo pode ser avaliada

MO Sem metéastases a distancia

M1 Metéstases a distancia

G- Graduacao histopatolégica

Gx O grau de diferenciag@o nao pode ser avaliado

G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010
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Figura 1. Classificacao Tumoral T TNM 2010
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Fonte: Adaptado de Institute of the Study of Urologic Diseases, Salénica,Grécia

Algumas mudancas ocorreram em relacéo a sexta edi¢cdo: T1 foi subdividido
em Tla e T1b baseado na presenca ou auséncia de invaséo linfovascular ou
indiferenciagdo tumoral; a categoria T3 foi limitada a invasdo uretral e a invaséo
prostatica agora é considerada T4; estadiamento linfonodal é dividido agora em
clinico e patolégico; a distingdo entre linfonodos inguinais superficiais e profundos
n&o existe mais; o grupo T1bNOMO foi colocado no estagio Il, assim como os grupos
T2NOMO e T3NOMO. (36)
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Tabela 2. Grupos Prognésticos TNM 2010

Estagio 0 Tis NO MO
Ta NO MO
Estagio | Tla NO MO
Estagio 11 T1b NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
Estagio llla | T1-3 N1 MO
Estagio IlIb | T1-3 N2 MO
Estagio IV T4 Qualquer N | MO
Qualquer T | N3 MO
Qualquer T | Qualquer N | M1

Fonte: AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010

A escolha do tratamento depende do tamanho do tumor, sua posicao na
glande ou no corpo do pénis e achados patologicos. Bidpsia excisional com margens
em lesbes pequenas e superficiais podem algumas vezes prover o diagnostico e a

cura ao mesmo tempo.

A amputacao cirargica do pénis, parcial ou total, com resseccédo completa do
tumor primario e margens apropriadas continua como tratamento oncoldgico padréo,
com taxas de recorréncia entre 0 e 8%. (31) O impacto na qualidade de vida dos
pacientes é grande, ja que 55% dos pacientes tem menos de 60 anos e 30% tém
menos de 55 anos. (37) Alguns tumores com achados histoldgicos favoraveis
(tumores Tis, Ta, T1 baixo Grau) podem ser tratados com terapia preservadora do
o6rgdo, que tem por objetivo manter tecido glandar quando possivel e manter
comprimento do pénis quando nao € possivel preservar a glande. (38) Tumores in
situ podem ser tratados com excisao local simples, circuncisao para lesdes limitados
ao prepucio, e microcirurgia de Mohs. Outras modalidades de tratamento incluindo
crioterapia, 5-FU topico, CO2 ou Nd:YAG laser, curetagem combinada com

cauterizagdo, mas com riscos aumentados de recorréncia (27% a 5%). (21, 38)
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Tumores T1 menores que 2cm podem ser tratados com sucesso com excisao
cirargica com margem para prevenir recorréncia local em tumores da glande, ou com
circuncisdo ampla em lesdes da porcao distal do prepucio. Tumores T1 de baixo
estagio, especialmente em pacientes jovens, podem ser manejados para preservar
funcdo sexual com radioterapia externa ou braquiterapia apds circuncisao pré

tratamento. (21)

Tumores T1 maiores de 2cm e tumores T2 na glande ou terco distal do pénis
sao tratados com penectomia parcial, com excisdo de 1 a 2,5 cm de tecido normal
para diminuir recorréncia. Nesses pacientes, se ndo houver metastase inguinal, a
taxa de cura é excelente e a sobrevida a longo prazo pode ser de 70-80% com 6%
ou menos de recorréncia. (39) Tumores T2 proximais e T3-T4 devem ser tratados

com penectomia total para garantir margens livres de tumor.

A rota de disseminacdo mais precoce € através de metastase para os
linfonodos femorais e iliacos. Os linfaticos do prepucio formam uma rede que se
conecta aos linfaticos da pele do corpo do pénis para drenar aos linfonodos inguinais
superficiais (externos a fascia lata). Os linfaticos da glande conectam-se com os
linfaticos dos corpos cavernosos e na base do pénis drenam para os linfonodos
superficiais. Os linfonodos inguinais superficiais drenam para os linfonodos inguinais
profundos (internamente a fascia lata) e a partir dai para os linfonodos pélvicos
(iliacos externos e internos e obturadores). Metastases clinicamente detectaveis
para pulmao, figado, 0sso ou cérebro sdo incomuns; ocorrem tarde no curso da
doenca e raramente ocorrem em pacientes sem metastase linfonodal. Caracteriza-
se por ter curso progressivo, causando a morte na maioria dos pacientes nao

tratados dentro de 2 anos. (21)

Um curso de antibidticos deve ser administrado antes da dissec¢éo superficial
ja que apenas cerca de 50% dos pacientes com linfonodos aumentados apresentam
evidéncias de metastases e a linfadenectomia traz um significante risco de

morbidade. (40) Metastase oculta pode acontecer em 12 a 24% dos pacientes sem
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linfonodos palpaveis. A taxa de sobrevida em 5 anos varia de 75 a 93% em
pacientes com doenca cNO, 40-70% em pacientes cN1, 33-50% em pacientes cN2, e
de 20-34% nos pacientes cN3. (41) O prognéstico de pacientes com linfonodos
positivos varia de acordo com certos fatores, como numero de linfonodos positivos, a
presenca de extensdo linfonodal uni ou bilateral, envolvimento de linfonodos
pélvicos, presenca de envolvimento capsular do linfonodo. (42) Em trabalho de Ravi
et al. a sobrevida cancer especifica foi de 77% em pacientes com 1 a 3 linfonodos
acometidos, 8,4% em pacientes com 4-5 linfonodos acometidos e 0% nos pacientes
com mais de 5 linfonodos acometidos. A taxa estimada de sobrevida em 3 anos foi
de 12,5%. (43)

Biopsia de linfonodo sentinela tem sido utilizado para avaliar o status
linfonodal de pacientes sem linfadenopatia ao exame clinico (cNO). Tc 99m
nanocoldide é injetado no dia anterior a cirurgia; antes do procedimento, azul patente
€ injetado e um probe de deteccdo gama é utilizado no intraoperatorio. A
linfadenectomia inguinal completa é realizada apenas nos pacientes com linfonodo
positivo. As taxas de falso negativos e de complicagbes sdo atualmente de 4,8% e
5,7%, respectivamente. Esta técnica é reprodutivel atualmente com pequena curva

de aprendizado. (44)

Linfadenectomia ilioinguinal profilatica pode trazer sobrevida de 88% em 5
anos em oposicédo a 42% em pacientes em que a dissec¢do é postergada até os
linfonodos serem clinicamente palpaveis, mas pode resultar em complicacées
maiores em 24-87% dos pacientes e Obito em 3%. (21, 29) Dentre as complicacdes
estao flebite, tromboembolismo pulmonar, infeccao de ferida operatoria, necrose de
pele, seroma e linfedema do escroto e membros inferiores. (40) Quimioterapia
adjuvante deve ser considerada nos pacientes com mais de dois linfonodos
positivos, extensdo extra nodal, ou metastases pélvicas. (45) O prognéstico para o
carcinoma metastatico de pénis é muito ruim tanto com cirurgia ou quimioterapia
isolados. Recentemente Pagliaro et al. demostraram resultados promissores em um

estudo prospectivo com terapia multimodal com uso de quimioterapia com paclitaxel,
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ifosfamida e cisplatina adjuvantes a cirurgia, em pacientes com massas linfonodais

N2 ou N3 e sem metastases sistémicas (46)
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1.2 Fator Tecidual

A associagao entre a coagulacao e o céancer é estudada desde 1865, quando
Trousseau observou maior incidéncia de trombose em pacientes com cancer
gastrointestinal. Inicialmente observada em pacientes com cancer de péncreas,
coélon e estbmago, a sindrome de Trousseau foi descrita posteriormente em
pacientes com neoplasias de prostata, ovario e pulmé&o. (47) Alteracbes na
coagulacao séao encontradas em até 90% dos pacientes com cancer e manifestam-
se mais severamente como TVP nas extremidades e TEP. (48) Evidéncias
histopatologicas de depdsitos trombdbticos incluindo coagulos de fibrina, plaquetas e
células inflamatorias dentro e ao redor da massa tumoral dao apoio patoloégico a esta
teoria. Em pacientes com céancer de péncreas a taxa de tromboembolismo venoso
varia de 4,5 a 57%; em pacientes com glioblastoma multiforme cerca de 30% no seu
ultimo ano de vida. (49) (50) O risco de trombose nesses pacientes aumenta com os
tratamentos para a neoplasia, como a cirurgia para a resseccdo tumoral e a
quimioterapia. A superexpressao do fator tecidual, especialmente pelas células
tumorais, parece ter papel fundamental na etiologia desse fenbmeno e também no

crescimento, invasao e disseminacao tumorais. (51)

Fator tecidual (FT), ou tromboplastina, € uma glicoproteina transmembrana de
47 KDa formada por um longo dominio extracelular que serve como receptor para o
fator Vlla, com 219 aminoacidos; um curto dominio transmembrana, com 23
aminoacidos; e uma cauda intracitoplasmatica com residuos de purina suscetiveis a
fosforilacdo quando ativadas, com 21 aminoacidos. (52) E classificado como
membro da familia de receptores de citocinas tipo I, que inclui os receptores do

interferon-q, interferon-o e interleucina-10.

O FT tem papel importante na cascata da coagulagéo servindo como cofator
para o Fator VII ativado (FVIla). O complexo resultante FT-FVIla ativa os fatores IX e
X, que continuam a cascata com ativagdo de outros fatores, e estes processos

levam ao final & conversao de fibrinogénio a fibrina e a formagéao do coagulo. (53)
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Figura 2. Fator Tecidual na cascata da coagulacao.
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Fonte: Luan et al. Mol Biosyst. 2010 Nov;6(11):2272-86.

Existem funcbes alternativas do fator tecidual, e que sdo independentes da
formacéo de fibrina. A ligacdo do FVIla com o FT resulta em uma série de eventos
sinalizadores que regulam uma ampla gama de respostas celulares necessarias
para a célula responder adequadamente ao seu ambiente local, como transcricéo
génica, sobrevivéncia celular e alteragbes no citoesqueleto. (52) A sinalizagao
intracelular acontece tipicamente via PAR2. Ocorre ativagcao de proteinas da familia
MAPK, p44/42, p38, JNK, PI3 quinase e Src-like quinases. A ativagcdo da MAPK e da
PI3 quinase contribuem para transcricdo pré-maligna e estimulam a sintese proteica
oncogénica. (54) Uma série de fatores pro-angiogénicos sao estimulados pela
ativagcao da via PAR2, como o VEGF, Cyr61, VEGF-C, CTGF, CXCL1 e IL-8; assim
como moduladores imunolégicos, como o0 GM-CSF e o M-CSF. (55) O FT pode gerar
efeitos celulares ndo hemostaticos independente da PAR2, através da ligagcdo com a

integrina, pela sua isoforma FTas. O FT é codificado por 6 éxons, enquanto o FTas é
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codificado por 5 éxons pela falta do 5° éxon. A fusdo do éxon 4 e 6 altera a
conformacéo e leva a formacdo de uma terminagdo C-terminal Unica, que torna o
FT-as soluvel e detectavel no plasma. (56) O papel dessa isoforma na cascata da
coagulacao tem sido debatida desde sua descoberta, com aumento de evidéncias

suportando sua relagdo com processos relacionados ao cancer. (57)

Figura 3. Sinalizacao intracelular via PAR2 e integrinas a61 e a6p3
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Fonte: van den Berg et al. Blood. 2012 Jan 26;119(4):924-32

A expresséao constitutiva do FT ou de seu mRNA é confinada aos fibroblastos
estromais na adventicia dos vasos e na capsula de 6rgéos, nas células epiteliais da
pele e mucosas, nas células estromais do endométrio e nos astrdcitos no cérebro.
N&o foi detectado FT nas células intravasculares, como por exemplo em endotélio
integro e células sanguineas periféricas. Isto sugere que o FT forma um envelope
hemostatico, com desencadeamento de uma barreira hemostatica frente a ruptura

da integridade vascular ou tissular.
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A expressdao do FT pode ser induzida por uma variedade de agentes,
incluindo citocinas inflamatérias (IL-1, TNF-a), mitégenos (FGF, PDGF, VEGF, EGF,
insulina, TGF-B1, VEGF, angiotensina Il, a-trombina), horménios, endotoxinas,
infecgbes virais, complexos imunes, lipoproteinas modificadas, hipdxia e injuria
mecénica. Notavelmente, a expressdo de FT ocorre em células de linhagem
monocitaria, células musculares lisas vasculares, células endoteliais e células
tumorais logo cedo apds a estimulagdo, resposta similar a um gene precoce de

expressao imediata. (52)

A deficiéncia do FT resulta em letalidade do embrido por desenvolvimento
vascular deficiente. Durante o crescimento do embrido 0s vasos sanguineos
imaturos, constituidos inicialmente de uma linha de células endoteliais, adquirem
uma camada muscular para acomodar o aumento da pressao sanguinea. O FT é
essencial para esse processo morfogénico; vasos deficientes em FT nédo tem a
camada muscular peri-endotelial, sdo frageis, formam micro aneurismas e lagos
venosos, e sangram em pontos de ruptura. A hemostasia embridnica precoce parece
ser menos dependente das plaquetas e mais dependente da formacéo de fibrina.
(49) (58)

Nas células cancerosas, a amplificacdo do receptor do EGF também é
associada a modulacdo da expressao do FT. Em experimentos com linhagens
celulares de cancer de endométrio houve aumento da expresséo do FT dependente
do EGF. (59) Em células de carcinoma de vulva a inibicdo do receptor do EGF
diminui a expressdao do FT. (60) Estudos recentes em linhagens celulares de
meduloblastoma demonstraram que as quinases da familia Src estimulam a inducéo
da expressédo do FT através do HGF e também como resultado da mutagéo no
oncogene c-MET. A expressao via eixo do HGF/c-MET ativa uma resposta anti-
apoptotica e de resisténcia a agentes quimioterapicos. (61) Além disso, a produgao
de TGF-B e a hipdxia tém um papel critico no aumento da expressao do FT no
cancer. (62) (63)



Figura 4. Regulacao da expressao do FT no cancer.
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Em estudo experimental com linhagens celulares de glioma, a exposicéo a

hipoxia levou a marcado aumento de expressdo do FT em relacédo a exposicao a

oxigénio em niveis normais. As células tumorais submetidas a hipoxia foram

associadas a habilidade acelerada de coagulacéo do plasma, efeito que pode ser

bloqueado por anticorpos contra o FT ou utilizando plasma sem Fator VII. (63)

A expressdo do FT foi analisada em alguns tipos de neoplasias malignas.

Nakasaki et al. em estudo com 100 pacientes com cancer de célon encontraram

expressdo do FT em 57% dos espécimes e a expressao correlacionou-se

significativamente com a classificacdo de Dukes (pacientes com expressao

apresentaram maior classificacdo). Houve correlagcéo significativa com a expressao

de VEGF e com a DMV.(64)
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Khorana et al. observaram aumento da expressdo do FT na maioria das
neoplasias pancreaticas invasivas. De 122 espécimes de carcinoma de péncreas
ressecados, 66 (54%) expressaram niveis altos de FT; estes foram mais propensos
a expressar também VEGF (80% contra 27% com baixa expressao, p <0,0001) e
apresentaram maior chance de tromboembolismo venoso (26,3 % contra 4,5%, p =
0,04).(65)

No carcinoma de pulméo n&o pequenas células, De Meis et al. encontraram
positividade para FT em 22 de 39 pacientes estudados (56%). Nesses pacientes
houve tendéncia a pior sobrevida a longo prazo. (66) Em trabalho de Sawada et al.
com 55 pacientes houve correlagcdo entre a positividade para o FT e metastases.
(67)

Chen et al. encontraram expressao de FT em 94 (91,3%) de 103 pacientes
com carcinoma epidermoide de eséfago. O FT foi correlacionado significativamente
com a presenca de metastases a distancia, e nos pacientes com alta expressao a

taxa de sobrevida geral foi significativamente menor (p=0,0094). (68)

Yamashita et al. avaliaram 207 carcinomas de estomago e encontraram
expressao do FT em 41% no carcinoma tipo intestinal e 12,1% no tipo difuso. Houve
correlacdo entre a expressao e estagio avancado da doenga, maior taxa de invasao
venosa e linfatica além de metastase linfatica no tipo intestinal. N&ao houve

associacao com o tipo difuso.(69)

No carcinoma hepatocelular, Poor et al. encontraram expressao em 100% de
58 espécimes ressecados. Houve correlagdo significativa com DMV e niveis de
VEGF. Expressdo aumentada de FT foi associada com invasdo venosa, nodulos
microssatélites, tumor ndo capsulado, estagio tumoral avangado e pior sobrevida.
(70)

Sturm et al. avaliaram expressédo do FT no cancer de mama. De um total de

115 espécimes, 80,8% expressaram o FT. Carcinomas ductais invasivos com
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expressdo mais positiva e mais alta foram menos comumente metastaticos para
linfonodos quando comparados a tumores com baixa ou sem expressao; em
conclusdo, pacientes com tumores menos diferenciados expressaram menos o FT.
(71)

Mais recentemente, Ryden et al. avaliaram as expressées do FT, PAR-1,
PAR-2 e VEGF em 160 pacientes com tumores de mama, com acompanhamento
médio de 50 meses. Pacientes com expressdo do FT e de PAR-2 apresentaram
sobrevida livre de recorréncia significativamente menor, suportando a importancia da
sinalizacéo do FT-PAR2.(72)

Em pacientes com melanoma, Kageshita et al. ndo encontraram associacéo
com progressao da doenca. De 86 espécimes estudados, 83 (96,5%) expressaram o
FT. (73)

No carcinoma de prostata, Abdulkadir et al. encontraram correlacdo entre a
angiogénese tumoral, avaliada pela densidade microvascular, e niveis de PSA, forte
preditor de recorréncia neste tipo de neoplasia. Dos 67 espécimes avaliados, 73%
expressaram niveis aumentados de FT. Nao houve correlacdo com o escore de

Gleason, estadiamento patol6gico ou margens tumorais positivas. (74)

Patry et al. encontraram 77,6% de expressdo em 218 amostras de tumores
musculo invasivos de bexiga. Durante o acompanhamento, 45,4% dos pacientes
morreram por progressao do cancer. Nos pacientes com linfonodos negativos, a
positividade do FT correlacionou-se com risco 3,15 vezes maior de morte por cancer
de bexiga. (75)

Em analise de 41 pacientes com nefroblastoma, Maciel et al. detectaram
88,3% de positividade para FT. A expressédo alta de FT foi o fator de risco
independente mais importante  para recorréncia e mortalidade na analise
multivariada. N&o houve associacdo com idade, tipo histologico e estadiamento.
(76)
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2 JUSTIFICATIVA

A busca por fatores prognoésticos no cancer é objetivo continuo na pesquisa
cientifica. Existe correlacéo entre expresséo do FT e piores parametros patoldgicos,
clinicos e de sobrevida em alguns tipos de céancer. Nao ha estudos na literatura
descrevendo a expressao imunoistoquimica do FT no cancer de pénis.

O presente estudo enquadra-se em linha de pesquisa da P6s-Graduacdo em
Medicina, area de concentracédo em Clinica Cirargica, da Faculdade de Medicina da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, que atualmente estuda a

angiogénese e seus marcadores.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

- Determinar o padrao de expressao imunoistoquimica do FT em espécimes de
carcinoma epiderméide de pénis de pacientes submetidos a tratamento

cirurgico no Hospital Sao Lucas da PUCRS.

3.2 Objetivos Secundarios

- Correlacionar a intensidade da expressdao imunoistoquimica do FT com
fatores prognésticos em céncer de pénis;
- Correlacionar a intensidade da expressao imunoistoquimica do FT com a

sobrevida.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento, Populacao e Amostra

Foi realizado um estudo de coorte historica onde foram avaliados os dados de
prontuario de 37 pacientes com cancer de pénis submetidos a penectomia parcial
ou total no Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do
Sul (HSL-PUCRS) no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2012. Trés
pacientes foram excluidos por indisponibilidade dos blocos de parafina; a amostra

final foi de 34 pacientes.

O material ressecado foi examinado pelo Servico de Anatomia Patolégica do
HSL-PUCRS e classificado quanto ao diagnostico histopatolégico, estagio e grau
tumoral de acordo com os critérios do TNM 2010. As laminas de hematoxilina e
eosina foram reexaminadas pelo pesquisador e por patologista experiente para
confirmacéo dos achados quanto ao estagio patoldgico e grau tumoral, e para

escolha dos blocos de parafina representativos do tumor.

Os prontuarios dos pacientes foram revisados para a coleta dos dados pré-
operatérios, estadiamento clinico e patolégico, consultas de seguimento pés-
operatério e ébito. Quando os dados do prontuario foram insuficientes, tentou-se
contato telefénico ou por correspondéncia com o paciente ou com um familiar para a
complementacéo. Os dados foram armazenados em banco de dados criados para a

analise.

4.2 Critérios de Inclusao

- pacientes submetidos a penectomia parcial ou total no hospital Sado Lucas da
PUCRS entre janeiro de 1998 e dezembro de 2012;
- carcinoma epiderméide presente no espécime cirlrgico e em tamanho

suficiente para analise.



36

4.3 Critérios de Exclusao
- Auséncia de tumor viavel no bloco de parafina que para realizacdo dos

estudos histoldgicos e imunoistoquimica;

- Indisponibilidade dos blocos de parafina no Servi¢co de Patologia.

4.4 Variaveis do Estudo

4.4.1 Variavel Principal

- Expresséo do Fator Tecidual

4.4.2 Variaveis Secundarias

Idade;

- Estadiamento Tumoral T TNM 2010;

- Estadiamento Linfonodal N clinico e patolégico TNM 2010;
- Estadiamento por Grupos TNM 2010;

- Grau Tumoral TNM 2010;

- Tipo de cirurgia (penectomia parcial ou total);

- Sobrevida em meses

- Obito

4.5 Analise Digital das Imagens

A captura das imagens foi realizada no Laboratério de Anatomia Patologica
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Foi utilizado um sistema de analise digital

composto por microscopio Optico Zeiss Axioskop 40® (Carl Zeiss, Oberkohen,
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Alemanha), com lentes neofluares, conectado através de uma video-camera Roper
Scientific (Media Cybernetics , Rockville, EUA) a um microcomputador Pentium IV
2.2 GHz com 512 MB de memoria RAM, disco rigido de 160 GB e placa de captura
Image Pro Capture kit (Media Cybernetics , Rockville, EUA). Para a andlise digital
das imagens foi utilizado o programa Image Pro Plus verséo 4.5.1®, que permite a
captura digital da imagem e ap6s a insercdo de grade de corre¢cdo, marcacéo e
contagem da area de interesse. As imagens foram capturadas no formato TIFF (True
Image Format File).

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Messure Macro Window Help

SHiEwCSBR 2 00caZ2 A e HEHEnl LENISLLERE B8

¥ Measue Objects Total Count:
¥ Apply Fiker Ranges InRange:
™ Accumuiate Count ¥ Display Obiects

[0 RGB24(5.760.000 bytes). Zoom50% 646,826 (187151 WH

Figura 5. Imagem do software de captura do Laboratério de Anatomia
Patologica do Hospital Sao Lucas da PUCRS.
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4.6 Analise da Expressao do Fator Tecidual

A expressdo imunoistoquimica do FT foi avaliada com um método
quantitativo; os campos microscopicos onde houve coloragdo positiva em
magnificacdo de 100 x foram selecionados e digitalizados, sem superposicédo de
imagens. O numero de imagens selecionadas para cada caso variou de uma a cinco,
conforme maior ou menor coloragdo. Cada arquivo de imagem continha uma area
total de 361,918 pm? Em todas as imagens capturadas as analises foram feitas
com método de selecdo de cores de 24-bit, com criacdo de arquivos de cor RGB de
referéncia para aplicacdo em todas as imagens para mensuragcdo da éarea de
expressdo. Resultados foram expressos em pm?. Dois observadores independentes
e familiarizados com a técnica concordaram com o processo de selecdo das areas
examinadas em todos os casos. As laminas foram analisadas sem o conhecimento

prévio da evolucgao clinica dos pacientes.

4.7 Imunoistoquimica

Foram realizados cortes com espessura de 5 pm nas laminas incluidas em
parafina imediatamente subsequentes a identificacdo do tumor de pénis. Estas foram
submetidas a recuperagao antigénica em banho-maria por 30 minutos a 990C,
utilizando tampéo Tris/EDTA, pH 9 (20mM Tris/0,65 mM EDTA). O bloqueio da
peroxidase enddgena foi feito com solucdo de peridrol a 3% (H202 em alcool
metilico) por 30 minutos. Os cortes foram imersos em solugdo salina a 5% em
tampao PBS (“phosphate-binding saline”) por 30 minutos para diminuir a coloracéo
de fundo (background). As seccbes foram entdo incubadas com anticorpo
monoclonal de rato anti-Fator Tecidual humano tipo | (Mouse anti-human tissue
factor, type 1 U.S. Biological — type Mab, IgG1 clone 2K1) com diluicao de 1:30. O

sistema de deteccéao utilizado foi o kit Dako LSAB + peroxidase (Streptoavidina). Os
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cortes foram revelados utilizando-se cromogeno 3,3’diaminoazobenzidina (DAB) e
tampao PBS em solugcéo a 0,002% de perdxido de hidrogénio e contra-corados com

hematoxilina, sendo desidratados, clarificados e montados com balsamo e laminula.

4.8 Analise Estatistica

Dados continuos foram descritos utilizando média e desvio padrdo. Para
dados assimétricos foram utilizados mediana e amplitude interquartis. Dados
categoricos foram expressos utilizando frequéncias e percentuais. As comparacgoes
entre grupos dos dados continuos foram realizadas através do teste t de Student.
Para os dados categoricos, a comparacéo foi pelo teste do qui-quadrado (x2) ou
exato de Fisher quando apropriado.

A andlise da sobrevida dos pacientes foi calculada utilizando-se o método de
Kaplan-Meier e a comparacao entre as curvas pelo teste de log-rank. As variaveis
consideradas de relevancia clinica para a sobrevida foram selecionadas como fator
de ajuste para uma analise de regressdo multivariavel (regressdo por modelo de
Cox) com expressao da forca de associacao pelo “hazard ratio”, com seu respectivo
intervalo de confianca de 95%.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos programas
Excel e SPSS v 18.0® para Windows. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p <
0,05).

4.9 Etica

A pesquisa esta em conformidade com as normas internas do Comité de Etica
em Pesquisa da PUCRS e com os itens Ill.3.i e lll.t das Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo CNS
196/96), bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas
Biomédicas envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993).

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdao Cientifica da Faculdade de
Medicina e do Hospital Sd0 Lucas da PUCRS e pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul — Protocolo no 506.540.
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Foi preenchido o Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados em
Prontuarios e de Bases de Dados em Projetos de Pesquisa e solicitada a dispensa

do Termo de Consentimento quando nao foi possivel contato com o paciente.
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5 RESULTADOS

Entre 1998 e 2012, 37 pacientes foram submetidos a penectomia parcial ou
radical no HSL. Trés casos foram excluidos por impossibilidade de uso do bloco de

parafina. A histologia de todos os tumores foi carcinoma epidermoéide de pénis.

Dentre os 34 espécimes de carcinoma de pénis avaliados, em 26 (76,4%)
houve expressdo do FT e em 8 (23,6%) nao houve expressdo. A média da
expressao foi de 27,82 um? [IC 95% 20,00 — 35,65, DP 22,40]. O valor da mediana
foi de 27,84 um?. A Figura 6 mostra a distribuicdo da amostra, valor minimo e

maximo, mediana e percentis 25 e 75 da expressao do FT.
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Figura 6. Distribuicao da expressao do Fator Tecidual.
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A amostra foi entdo dividida em dois grupos, com expressdo do FT = 28 um?
e com do FT <28 um? cada um com 17 pacientes. A escolha deste ponto de corte
foi através da mediana das areas mensuradas em todos os casos. Foram
examinadas as rela¢des entre a expressao do FT e as varidveis em estudo: idade,

estadiamento tumoral T, comprometimento linfonodal clinico e patologico, Grau

tumoral, estadiamento em grupos TNM e 6bito.

Figura 7. Expressao do FT no cancer de pénis. A: Baixa expressao (area < 28
um?); B: Alta expressdo (area = 28 um?®) (Em 100x). C e D: imagens capturadas em

RGB com as areas de expressao marcadas em vermelho.



43

A idade média geral dos pacientes foi de 62,5 anos (minima de 42,2 e
maxima de 91,7 anos, DP 14,2). Houve diferenca significativa em relacéo a idade
entre 0s grupos com expressao = 28 um? e < 28 um? [57,6 anos (DP 9,9) contra 67,3
anos (DP 16,4), p = 0,047].

Do total de tumores ressecados 16 (47,1%) invadiam o tecido conjuntivo
subepitelial (T1), 6 (17,6%) invadiam o corpo esponjoso e/ou o corpo cavernoso (T2)
e 12 (35,3%) invadiam a uretra (T3). Nenhum tumor ressecado invadia outras

estruturas, como a prostata ou pubis (T4), ou ndo invadia tecido subepitelial (Ta).

Quanto ao grau de diferenciagdo tumoral, 14 (41,2%) eram bem
diferenciados, 19 (55,9%) eram moderadamente diferenciados e 1 (2,9%) era pouco
diferenciado. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos com relagdo a
expressdo do FT, embora apenas no grupo de expressdo = 28 um?houve um caso
de tumor pouco diferenciado. Nenhum caso de tumor indiferenciado foi encontrado

na amostra.

Foram submetidos a linfadenectomia inguinal bilateral 12 pacientes (35,3%). 5
pacientes apresentaram linfonodos positivos e 7 pacientes apresentaram linfonodos

negativos. Nao houve diferencga estatistica na expresséo do FT entre os grupos.

Vinte e um pacientes foram tratados com penectomia parcial (61,8%),

enquanto 13 foram tratados com penectomia radical (38,2%).

Trinta e trés pacientes (97%) eram brancos e 1 paciente era negro (3%). A

expressao neste paciente foi de 83 um?, em Tumor T3NOMO Grau 2.

Além da idade, ndo foi identificada diferengca estatistica entre os grupos de
expressdo de FT e as outras variaveis em estudo. As caracteristicas da amostra

estao sumarizadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas dos pacientes segundo nivel de expressao do FT.

Expressdo do FT (umz)

Total FT > 28 FT<28
Caracteristica n=34 n=17 n=17 p

Idade, anos 62+14 58+10 67+16 0,0472
Tipo de tumor, n? (%) 0,63b

Tla 14 (41,2) 5 (29,4) 9 (52,9)

T1b 2 (5,9) 1(59) 1(5,9)

T2 6 (17,6) 4(23,5) 2 (11,8)

T3 12 (35,3) 7 (41,2) 5 (29,4)
Linfonodos, n? (%) 0,76b

cNO 23 (67,6) 11 (64,7) 12 (70,6)

cN1 - - -

cN2 8 (23,5) 5(29,4) 3 (17,6)

cN3 3(8,8) 1(59) 2 (11,8)
Linfonodos, n (%) 0,58b

pNx 22 (64,7) 9 (52,9) 13 (76,4)

pNO 7 (20,6) 5 (29,4) 2 (11,8)

pN1 - - -

pN2 4(11,8) 3(17,7) 1(5)9)

pN3 1(2,9) - 1(5)9)
Estadiamento, n? (%) 0,80b

I 10 (29,4) 4 (23,5) 6 (35,3)

11 13 (38,2) 7 (41,2) 6 (35,3)

II1a - - -

I1TIb 8 (23,5) 5(29,4) 3(17,6)

IV 3 (8,8) 1(59) 2 (11,8)
Grau tumoral >(0,99b

G1 14 (41,2) 7 (41,2) 7 (41,2)

G2 19 (55,9) 9(52,9) 10 (58,8)

G3 1(2,9) 1(59) -
Penectomia, n? (%) 0,16b

parcial 21 (61,8) 8 (47,1) 13 (76,5)

total 13 (38,2) 9 (52,9) 4 (23,5)

Os dados sao apresentados como médiatdesvio-padrao ou contagens (percentuais).
FT: fator tecidual, p: significancia estatistica, a: teste t de Student, b: teste exato de

Fisher.
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O seguimento médio foi de 28,3 meses (intervalo de 1 a 139,6 meses).
Durante o acompanhamento houve 8 &bitos (23,5% dos pacientes), 4 em cada
grupo, todos relacionados a neoplasia. Nao houve diferenca estatistica entre os

grupos. A taxa KM aos 24, 36 e 60 meses esta sumarizada na tabela 4.

Tabela 4 — Obitos segundo nivel de expressdo do FT e estimativa de sobrevida KM.

Expressdo do FT (umz)

Total FT > 28 FT<28
Caracteristica n=234 n=17 n=17 p
Obito

eventos, n2 (%) 8 (23,5) 4 (23,5) 4 (23,5) >(,992
taxa KM (%) 0,50b

24 meses 78,6 75,5 80,8

36 meses 71,5 75,5 69,3

60 meses 55,6 50,3 57,7

Os dados sdo apresentados com contagens (percentuais).
FT: fator tecidual, KM: estimativa Kaplan-Meier, p: significancia estatistica, a: teste
exato de Fisher, b: teste de log-rank.
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A sobrevida geral estimada por Kaplan-Meier foi de 102,8 meses (IC 95%

69,0 a 136,7).
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Figura 8. Curva de sobrevida global.
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A sobrevida por Kaplan-Meier nos pacientes com FT = 28 um? foi de 57,7
meses (IC 95% 30,6 — 84,7) e no grupo FT < 28 um? foi de 107,3 meses (IC 95%

64,2 — 150,4). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 9. Curva de sobrevida estratificada por expressao do FT.
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Foram examinadas as correlagbes entre as categorias de expresséo e as

variaveis do estudo por modelo de Regressdao de Cox. Nao houve correlacdo

estatistica entre a expressédo do FT e nenhuma variavel. A expressao aumentada do

FT tendeu a ter significancia estatistica ap6s o ajuste para a idade HR 7,78 (IC 95%

0,90 a 67,09; p=0,062).

HR 1C95%
Fator Tecidual o 1,61 0,40a 6,53
Idade o 7,78 0,90a 67,09
& EstagioT - 1,45 0,35a6,06
g Estagio N clinico - 2,05 0,43a9,67
3 Estagio N patoldgico o 1,93 0,13a29,0
§ Grupo TNM o 1,99 0,41a9,61
‘g Grau Tumoral = 1,50 0,31a7,29
Penectomia o 1,58 0,36a6,83
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Figura 10. Grafico Forest — Analise Multivariada.
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A expressao do FT foi submetida a analise multivariavel (regressdo de Cox)

ajustada para os principais fatores prognosticos: idade maior que 65 anos, estagio

tumoral T2-3, estadiamento linfonodal clinico positivo, estadiamento linfonodal

patolégico positivo (linfadenectomia inguinal bilateral com linfonodos positivos),

estagio TNM V-V, Grau de diferenciacdo tumoral G2-3. N&o houve correlagao

estatistica entre a expressdo do FT e nenhum desses fatores prognosticos.

ldade > 65 anos

Estagio T2-3

Linfonodos pN positivos
Linfonodos cN positivos
Estagios V-V

Grau tumoral 2-3

| L1 |
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0492789 0,34
0492789 0,34
0,3929,60 0,43
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Figura 11. Grafico Forest Analise Multivariada — fatores prognésticos no

cancer de pénis.
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6 DISCUSSAO

O céncer de pénis € um tumor incomum mas com incidéncia
significativamente alta em algumas areas de paises em desenvolvimento e nos
paises subdesenvolvidos. O Brasil tem uma das mais altas incidéncias de cancer de
pénis no mundo; a frequéncia varia dependendo da regido considerada, e é

diretamente relacionada com condi¢des socioeconémicas locais. (8)

Estudos epidemioldégicos em cancer, e no cancer de pénis em especial, ainda
séo pouco realizados em nosso meio. Entre maio de 2006 e junho de 2007, a
Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) conduziu estudo epidemioldgico
multicéntrico no qual solicitou aos urologistas que diagnosticassem novos casos de
cancer de pénis o preenchimento de um questionario para confeccédo de banco de
dados unificado. Foram enviados 283 questionarios; a maioria dos casos (149
casos, 53,2%) foi reportada nas regides norte e nordeste, as areas do pais com
menor indice de desenvolvimento. A regiao sul, com indice de desenvolvimento mais

alto, contribuiu com apenas 2 casos (0,71%). (77)

Muitos pacientes com cancer de pénis experimentam atraso no diagnéstico.
A apresentacdo pode variar de uma enduracédo sutil a uma pequena papula, verruga
ou lesbes mais exofiticas. A deteccédo precoce pode ser feita pelo proprio paciente
ou parceira, com ajuda de atencdo médica primaria. Mesmo com a procura de
atendimento médico pode haver atraso a chegada ao urologista. Lucky et al.
avaliaram 100 pacientes entre dezembro de 2002 a dezembro de 2007 atendidos em
clinica referéncia regional para tratamento de cancer de pénis no Reino Unido. O
tempo entre o inicio dos sintomas e a procura a atendimento médico variou de 2 dias
a 24 meses, com média de 5,8 meses. A maior causa de atraso foi a relutancia do
paciente em procurar atendimento. Dezenove por cento dos pacientes foram
encaminhados a outros especialistas ap6s o primeiro atendimento. O tempo médio
para estes pacientes consultarem com o urologista apos isso foi de 3,5 a 6 meses.

47% dos pacientes apresentaram-se com doenca localmente avangada. (78)
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O encaminhamento precoce para especialista ou centro de atencéo
especializado em tratamento de cancer € recomendado ja que o tratamento é feito
muitas vezes com abordagem multidisciplinar. Antes do tratamento devem ser
discutidos amplamente com o paciente os resultados esperados e as consequéncias
das diferentes opgbes terapéuticas. Suporte psicossocial pode ser Util para estes

pacientes.

Romero et al. compararam o0s escores dos questionarios da IIEF para
avaliacao de funcéo erétil, funcdo orgasmica, desejo sexual, satisfacdo com o
intercurso e satisfacdo geral com vida sexual em 18 pacientes submetidos a
penectomia parcial. Os escores pré e poOs operatérios foram significativamente
diferentes para todos os aspectos da funcédo sexual. Apenas 33,3% dos pacientes
mantiveram a frequéncia sexual prévia e estavam satisfeitos a vida sexual. (79) Em
estudo de Opjordsmoen et al.,, 7 (23%) de 30 pacientes tratados para cancer de
pénis relataram que se fossem perguntados novamente iriam escolher um
tratamento com menor sobrevida para aumentar a chance de permanecerem

sexualmente potentes. (80)

Pacientes tipicamente apresentam-se entre 50 e 70 anos de idade. Nos EUA,
a média é de 68 anos; os negros apresentam idade significativamente menor (62
anos) em relacdo aos brancos (68 anos). (14) Na nossa amostra a idade média foi
de 62 anos, com minima de 42 e maxima de 91 anos. Quinze por cento dos
pacientes apresentavam 45 anos de idade ou menos. Favorito et al. reportaram
7,41% dos pacientes com menos de 35 anos de vida. (77) Salienta-se a importancia
da pesquisa de neoplasia em jovens com lesdes penianas, o que muitas vezes nao é

considerado.

Os dados de tabagismo nao estavam disponiveis na maior parte dos casos
em nossa amostra e por isto ndo foram analisados. Em estudo de Helberg et al. com
244 pacientes com céncer de pénis e 232 pacientes no grupo controle o tabagismo
foi fator de risco independente para o surgimento da neoplasia. (81) Parece haver

efeito dose-resposta no aumento do risco nos pacientes com cancer de pénis. (82)



52

Existe uma limitada literatura cientifica com relagdo a preponderéncia racial
ou étnica no céancer de pénis. No estudo da SBU, dos 283 pacientes, 214 (75,61)
eram brancos, 63 (22,26%) negros e 6 (2,12%) orientais. (77) Nos EUA, a incidéncia
do céncer de pénis é 72% maior em hispanicos do que nao hispanicos,
independente da idade. O aumento do risco em hispanicos podem ser relacionados
pelo menos em parte com a ndo circunciséo, por aumentar risco de HPV e cancer de
pénis. O aumento nas taxas de cancer de pénis nos hispanicos nos EUA ocorre em
paralelo com aumento no risco de cancer de colo de utero entre as mulheres

hispanicas. (14)

Nosso estudo encontrou proporcédo de 97% de brancos e 3% de negros. Com
apenas um paciente negro, uma analise comparativa adequada nao pode ser feita.
Este resultado pode ser reflexo do tamanho da amostra do estudo, da etnia da
populacéo do Rio Grande do Sul (o censo do IBGE de 2010 apontava 83,2% da
populacéo do estado como branca) e também com a dificuldade no acesso a saude
das diferentes etnias. Este ultimo fator esta mais intimamente relacionado com o

caracteristicas socioeconémicas do que as étnicas.

Semelhante ao encontrado em outros estudos na literatura, a maioria (53%)
dos pacientes no nosso estudo apresentavam doenca avancada (tumores T2 ou
maiores) na época do tratamento. Favorito et al. reportaram 58% dos pacientes com
doenca avancada. (77) (83) O estagio avancado é fortemente correlacionado com o
grau de invaséao, probabilidade de metastases loco-regionais, doenca sistémica e
pior prognéstico. Esse achado pode ser relacionado ao atraso na procura ao
atendimento médico, por medo, vergonha ou ignorancia, ou na dificuldade de acesso
aos servicos de atendimento médico, sejam de atencdo primaria ou hospitais

terciarios.

A presenca e extensdo de metastases inguinais é o fator prognostico mais
importante para a sobrevida em pacientes com cancer de pénis. A fase de

crescimento loco-regional é prolongada antes da disseminagdo a distancia e a
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linfadenectomia pode ser curativa em alguns casos. A sobrevida em pacientes com
linfonodos positivos cai significativamente. Em pacientes nédo tratados, com
envolvimento linfonodal, € de 2 a 3 anos, enquanto a linfadenectomia é curativa em
40-50% destes pacientes. (21) Em nosso estudo, 14,7% dos pacientes
apresentaram linfonodos positivos no estadiamento patolégico. A sobrevida
estimada por KM aos 60 meses foi de 55,6, sem diferenga estatistica entre os
grupos de expressdo do FT (50,3 para expressdo = 28 um? contra 57,7 para
expressdo < 28 um?) Em comparacéo com a sobrevida publicada em outras séries,
os resultados da sobrevida em nossa amostra podem ser explicados pela alta
proporcdo de tumores com doenca avancada e a prevaléncia de pacientes com
linfonodos positivos na analise patologica (41,7% dos pacientes submetidos a

linfadenectomia).

A interacdo entre o crescimento de células malignas e problemas da
coagulagdo ha muito tem sido estudada, mas os mecanismos geradores da
associacdo entre tromboembolismo e céancer permanecem entendidos
incompletamente. Como um tumor localizado produz uma coagulopatia sistémica
tem sido uma questao central. Trabalhos experimentais sugerem que a coagulacéo e
a fibrindlise tem papel importante no crescimento, invasao e disseminagcao tumorais
e na formagdo de metastases. (84) A expressao do fator tecidual contribui para a
atividade pro coagulante derivada do tumor e a associagao clinica entre neoplasia

maligna e trombose. (51)

Além da trombina, alguns produtos mais distais na cascata da coagulagao
podem influenciar a formacé&o de metastases. A formacéo de fibrina ao redor de
células tumorais metastaticas pode proteger estas células da agdo de células do

sistema imune. Em modelo experimental com injecdo intravenosa de células de
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fibrossarcoma com expressdo de FT houve falha em desenvolver metastase em
camundongos deficientes em fibrinogénio. (85) Duas novas isoformas de FT, o FTas
e o FT-A estdo também aumentadas no cancer, mas suas fungdes na progressao do
cancer e trombose permanecem em investigacdo. Ja existem evidencias da
deteccdo do FTas em gliomas, céncer gastricos, cancer colorretal , cancer de

pulmao nao pequenas células e melanomas. (86)

Existem amplas evidéncias de que o FT é abundantemente expresso em uma
variedade de neoplasias malignas, como a de mama (71), pulméao (66, 67), es6fago
(68), estbmago (69), pancreas (65), cblon (64), figado (70), bexiga (75), rim (76),
prostata (74), melanomas (73) e gliomas (87). Na maioria destes estudos a
expressao do FT foi um preditor independente de pior sobrevida ou recorréncia do
tumor, embora alguns estudos n&o houve correlagdo. (66, 73) Possiveis explicacdes
para estes achados podem ser diferencas entre as amostras de pacientes, tipo de

técnica de deteccéo e pequena amostra.

N&o existem estudos com a avaliacdo da expressdo do fator tecidual no
cancer de pénis para compararmos. Na nossa amostra houve expressao em 76%
dos casos. A analise bivariada e multivariada ndo mostrou diferenca estatistica entre
0s grupos com relacao a expressao do FT. O HR calculado foi de 1,61 (IC 95% 0,40
— 6,53; p = 0,50). Quando houve correcédo para a idade, houve tendéncia a
significancia; o HR calculado foi de 7,78 (IC 95% 0,90 — 67,09; p = 0,062).

Nosso estudo tem algumas limitagcdes. Embora os esforgos tenha sido feitos
para colocar pacientes consecutivos, a analise foi retrospectiva. Em adic&o, o uso de
imunoistoquimica por amostra de tecido pode subestimar a frequéncia do FT,
principalmente em tumores com expressdo focal. Entretanto, varios estudos
compararam a expressao de biomarcadores mostrando 70 a 100% de concordéncia
entre a analise por amostra e andlise de toda a peca. (75) Outra critica aos estudos
de imunoistoquimica é a falta de objetividade na leitura dos slides e escore da
coloracdo. A maioria dos estudos realizou analise qualitativa, com a seguinte

graduacgdo: categoria 1 (0 a 25% das células com carcinoma coradas), categoria 2
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(26 a 50% das células com carcinoma coradas), categoria 3 (51 a 75% das células
com carcinoma coradas) e categoria 4 (76 a 100% das células com carcinoma

coradas).

A escolha em nosso trabalho pela anéalise quantitativa da expresséo justificou-
se pela tentativa de diminuir a subjetividade na afericdo dos escores de positividade
e nas variagdes na interpretacdo entre os observadores. A captura padronizada das
imagens e a contagem através de programa de computador diminuem os problemas
referidos. Permanece como elemento néo-objetivo a escolha das areas
representativas do tumor. No presente estudo as escolhas foram realizadas por dois
observadores treinados e houve concordancia em todos os casos. Os espécimes de
tecido foram obtidos em um unico hospital e foram processados do mesmo modo e

no mesmo momento, por técnico de patologia com experiéncia no método.

Possivel viés com relacdo a mortalidade pode ser decorrente do registro
desatualizado do status clinico de alguns pacientes onde houve perda do
seguimento. Muitos pacientes fizeram apenas a cirurgia e a primeira revisdo no
Hospital Sao Lucas da PUCRS e retornaram a suas equipes assistentes. O contato
com os pacientes que foram submetidos a cirurgia antes da informatizacdo dos
prontuarios ambulatoriais (2009) foi mais dificil. Muitos cadastros estavam com
nuameros de telefone ou enderecos desatualizados e, em alguns casos de pacientes

moradores de areas rurais, ndo havia telefone ou enderego para localizagao.

Além dos atuais tratamentos cirurgico, farmacologico e radioterapéutico,
novas drogas estdo em desenvolvimento especificamente para atuar na sinalizagéo
€ Nos processos angiogénicos. Embora estudos investigando a terapia alvo ao FT no
tratamento do cancer sejam esparsos, esta modalidade de tratamento pode ser
benéfica. Atualmente 2 potenciais drogas para terapia alvo do FT estdo em
investigacdo em estudos clinicos: ALT-836 (Altor Bioscience), um anticorpo inibidor
do FT, e o PCI-27483 (Pharmacyclics), molécula inibidora do FVlla. A eficacia do
ALT-836 estd sendo investigada em tumores soOlidos em combinacdo com a
gencitabina, enquanto o PCI-27483 esta limitado a pacientes com cancer de

pancreas. Os resultados destes estudos serao uteis para decisao se a terapia alvo



56

contra o FT pode ser opgao viavel no futuro para o tratamento do céancer e da
trombose relacionada ao cancer. Além disso, outra terapia promissora €,
aproveitando a expressdo aumentada do FT nas células cancerosas, combinar
drogas antitumorais com partes do FVII, formando proteinas quiméricas capazes de

se ligarem ao FT. (57)

O entendimento da historia natural, correto diagnéstico e estadiamento,
selecdo do tratamento adequado e seguimento apropriado sdo fundamentais para os
resultados oncolédgicos e qualidade de vida nos pacientes com cancer de pénis. O
tratamento com cirurgia continua sendo o padrdo para o céancer de pénis, e em
alguns casos com linfonodos comprometidos a linfadenectomia subsequente pode
ser curativa. Além disso, o cancer de pénis € uma das poucas neoplasias em que
medidas simples podem ter importante impacto na prevencdo. Sejam elas
comportamentais, como melhora da higiene, da educagcdo ou mesmo cirurgicas,

COMmo a circuncisao.

Esse é o primeiro relato da expressédo do FT no cancer de pénis. Em nosso
estudo ndo houve correlacédo entre a expressdo do FT e piora da sobrevida ou
comprometimento linfonodal, apesar das limitagdes de pouca amostra. Esse estudo
devera servir de base para novos trabalhos para avaliacdo do papel do FT na

neoplasia de pénis.
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7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados do presente estudo permitiu chegar as seguintes

conclusoes:

1- Ocorreu expressao do fator tecidual em 76% dos espécimes de carcinoma

epidermdide de pénis

\}
1

A media de expressao do FT foi 28,2 um?

3- Nao houve correlagao entre a intensidade da expressao do Fator tecidual e os
fatores prognésticos estudados

4- Nao houve correlagcédo entre a intensidade da express&o com a sobrevida dos

pacientes.
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Anexo B Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo intitulado
“Avaliacdo da expressdo imunoistoquimica do fator tecidual no carcinoma
de pénis”, projeto vinculado ao Programa de Pds-Graduacdo em Medicina
e Ciéncias da Saulde, area de concentracdo Clinica Cirlrgica, realizado
pelo pesquisador responsavel Gustavo Franco Carvalhal e o aluno de
mestrado Carlos Eduardo Schio Fay, no Hospital Sao Lucas da PUCRS. O
principal objetivo desta pesquisa é avaliar a presenca do Fator Tecidual,
uma proteina que pode ser encontrada em maior quantidade em tecidos
com neoplasia e indicar uma maior agressividade do tumor.

Declaro que fui informado e orientado pessoalmente a respeito dos
objetivos e da forma como o presente sera realizado, concordando que a
equipe colete os dados no prontuario e utilize pequeno fragmento do
tumor de pénis para anadlise do Fator Tecidual, desde que nao
comprometa uma futura analise da neoplasia.

Declaro também, que minha participacdo é voluntaria e terei
garantia de sigilo e privacidade quanto as informagdes fornecidas por
mim.

Caso nao deseje participar da pesquisa ou resolva deixar de
participar a qualguer momento ndo sofrerei qualquer tipo de prejuizo ou
discriminagao.

Autorizo a anadlise dos dados fornecidos e seu aproveitamento em
apresentacoes e publicagdes médico-cientificas.

Uma cépia deste termo serd entregue ao senhor(a), na integra,
devidamente assinado.

Para qualquer duvida ou esclarecimento, entrar em contato
diretamente com os pesquisadores Dr. Gustavo Carvalhal e Dr. Carlos
Eduardo Schio Fay, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS pelo
telefone 33203345.

Participante

Prof. Dr. Gustavo Franco Carvalhal

Dr. Carlos Eduardo Schio Fay

Porto Alegre, de de 201...
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Anexo C Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZAGAO DE DADOS

Titulo do Projeto Cadastro no CEP-PUCRS
Avaliacdo da expressdo imunohistoquimica do fator
tecidual (FT) e densidade microvascular no carcinoma

de pénis.

Os autores do presente projeto de pesquisa se comprometem a manter o sigilo
dos dados coletados em prontuarios e bases de dados referentes a pacientes
atendidos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Concordam, igualmente, que estas
informacées serao utilizadas unica e exclusivamente com finalidade cientifica,
preservando-se integralmente o anonimato dos pacientes.

Porto Alegre, 04 de julho de 2013.

Autores do Projeto
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Purpose: Increased expression of tissue factor (TF) was correlated with worse
prognosis and survival in various malignant neoplasms. In urologic tumors, it was
studied in prostate, bladder and kidney cancers. The present study evaluates the
immunohistochemical expression of TF in human penile cancer, correlating it with
prognostic factors and survival.

Materials and Methods: A total of 34 patients were treated by partial or total penectomy
for penile carcinoma at our institution from January 1998 to December 2012. The
immunohistochemical expression of TF was determined by a quantitative methodology
in formalin-fixed paraffin-embedded tissue samples and correlated with age, clinical
stage, pathologic stage, lymph node metastases, tumor grade and survival.

Results: Immunohistochemical expression of TF was observed in 26/34 (76.4%)
specimens. The mean area of TF expression in the samples was 27.82 um2 [95% ClI
20.0 - 35.6, SD 22.4]. Mean age was significantly lower among patients with increased
TF expression in comparison to those with lower TF expression (57.6 vs. 67.3 years; p
=0.047). Mean postoperative follow-up was 28.3 months (from 0 to 139.6 months).
There were eight deaths (23.5%), four in each group, all related to the penile cancer. In
multivariate analyses, there was no statistically significant correlation between TF
expression and the study variables.

Conclusions: TF was expressed in most samples of penile cancers. There was no
statistically significant correlation between TF expression, prognostic factors and
survival.
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Abstract

Purpose: Increased expression of tissue factor (TF) was correlated with worse prognosis
and survival in various malignant neoplasms. In urologic tumors, it was studied in prostate,
bladder and kidney cancers. The present study evaluates the immunohistochemical expression
of TF in human penile cancer, correlating it with prognostic factors and survival.

Materials and Methods: A total of 34 patients were treated by partial or total penectomy
for penile carcinoma at our institution from January 1998 to December 2012. The
immunohistochemical expression of TF was determined by a quantitative methodology in
formalin-fixed paraffin-embedded tissue samples and correlated with age, clinical stage,

pathologic stage, lymph node metastases, tumor grade and survival.

Results: Immunohistochemical expression of TF was observed in 26/34 (76.4%) specimens.
The mean area of TF expression in the samples was 27.82 pum® [95% CI 20.0 — 35.6, SD
22.4]. Mean age was significantly lower among patients with increased TF expression in
comparison to those with lower TF expression (57.6 vs. 67.3 years; p = 0.047). Mean
postoperative follow-up was 28.3 months (from 0 to 139.6 months). There were eight deaths
(23.5%), four in each group, all related to the penile cancer. In multivariate analyses, there
was no statistically significant correlation between TF expression and the study variables.

Conclusions: TF was expressed in most samples of penile cancers. There was no

statistically significant correlation between TF expression, prognostic factors and survival.
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INTRODUCTION

Penile cancer is rare in developed countries, being associated with poor
socioeconomic conditions. Its incidence varies according to habits of personal hygiene,
circumcision, promiscuity, human papillomavirus (HPV) infections and smoking. [1] In the
U.S., penile carcinomas correspond to 0.1% of all malignant neoplasms in males, with
estimates of 1,570 new cases and 310 cancer-specific deaths for 2013. [2,3] However, in some
underdeveloped countries it is more common than other urologic tumors, corresponding to up
to 10-20% of male cancers. [4,5] Roughly 95% of the malignant tumors of the penis are
squamous cell carcinomas, usually occurring in men of low socioeconomic status, during the
sixth or seventh decades of life. These tumors spread to the inguinal and pelvic lymph nodes
via the lymphatic system and via haematogenous spread to distant organs such as lungs, liver,
bones and brain. [6,7] Surgery is the mainstay of treatment and may include penile
preservation techniques, partial or total penectomy, and inguinal or pelvic
lymphadenectomies.

The association between cancer and coagulation disorders is well known since the
description of Trousseau’s syndrome. [8] Up to 90% of cancer patients present some form of
coagulation disorder, of which deep venous thrombosis and pulmonary embolism are the most
severe consequences. Tissue factor (TF), also known as thromboplastin, is a glycoprotein that
activates the extrinsic coagulation pathway serving as a cofactor for the activated Factor VII
(FVIIa); the resulting complex TF-FVIIa activates factors IX and X, which finally lead to the
conversion of fibrinogen into fibrin and clot formation. [9] The interaction of TF with FVIIa
also results in a series of signaling events that regulate cellular responses necessary for gene
transcription and cell survival. [10] Increased expression of TF by tumor cells seems to have a
pivotal role not only in the thromboembolic events associated with cancer but also in the

processes of tumor growth, invasion and metastases. [11] Increased TF expression has been
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described in a variety of tumors (breast [12], lung [13], esophagus [14], stomach [15],
pancreas [16], colon [17], liver [18], bladder [19], kidney [20], prostate [21], skin [22], central
nervous system [23] ), often correlated with worse prognosis. We evaluated TF expression in

human penile carcinomas, and correlated it with prognostic factors and survival.

MATERIALS AND METHODS

We reviewed the records of 37 patients with penile cancer treated with either partial or
total penectomy from January 1997 to December 2012 at a university hospital in southern
Brazil. Of these, three patients were excluded from the analysis because paraffin blocks were
unavailable. Our final study group thus consisted of 34 patients. We created a database with
the following variables: patients’ age at surgery, TNM stage, tumor grade, presence of
positive nodes, and TF expression on immunohistochemistry. Overall survival was the main
outcome measure. Patients’ age at the time of diagnosis was registered in months and years.
For statistical analysis, we considered three months as 0.25, six months as 0.50, and nine
months as 0.75 years. The histological criteria and the staging system used were those
proposed by the 2010 edition of the AJCC TNM staging manual. [24] Clinical, pathological,
and follow up data was obtained through chart reviews and, whenever required, telephone
contacts or active residence search. The same pathologist (VDS) reviewed all conventional
pathology slides. The attending surgeon determined the surgical approach (partial or total

penectomy) for each case.
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Immunohistochemistry

Immunohistochemical analysis was performed in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
samples. Five-micron sections were cut onto coated slides and deparaffinated by routine
technique. Analysis of TF expression was performed in a blinded manner, using a Zeiss
Axioskop 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) optical microscope at a magnification of
100X and Image Pro Plus 4.5.1° image analysis software (Media Cybernetics, Rockville,
U.S.A.). Samples of prostate carcinoma were used as positive and negative controls of TF
expression. Immunohistochemical expression of TF was evaluated with a quantitative
methodology, selecting and digitizing microscopic fields where there was positive staining at
100X magnification without imaging superposition. The number of images selected for each
case varied from one to five. Each image file had a total area of 361.9 um2. In all images
captured, analyses were performed with a 24-bit color selection method, with the creation of
RGB color reference files, which were applied to all images to define the measurement area,
as shown in figure 1. Results were expressed in pm®. We defined high or low
immunohistochemical expression of TF according to the median of the areas measured in all
cases. Two independent observers agreed with the selection process of the areas examined in

all cases.
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Figure 1. Staining for TF in human penile carcinoma. A. Low intensity staining for TF;
B. High intensity staining for TF; C and D images captured with 24 bit select colors

(RGB) both in low and high intensity staining for TF. Selected areas are marked in
red. Reduced from X100.
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Statistical Analysis and Ethics

Continuous data were described using mean and standard deviation. For asymmetric
data we used median and inter-quartile range. Categorical data were expressed using counts
and percentages. Baseline features were compared using Student's t test for continuous data
and chi-square tests for categorical data. A survival analysis was conducted using Kaplan-
Meier method followed by log rank test for comparison between groups. A multivariate
analysis based on the Cox regression model was used to adjust for confounding (p<0.05).
Data were analyzed using SPSS version 18.0%. The study protocol was reviewed and
approved by Institutional Review Board and by the Ethics Committee of the University

Hospital.
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RESULTS

Conventional histology confirmed squamous cell carcinoma in all 34 cases. In 26/34
cases (76.4%) there was positive expression of TF, whereas in 8/34 cases (23.6%) expression
of TF was negative. The mean area of expression was 27.8 um” [95%CI 20.0 — 35.6; SD
22.4]. The median area was 27.8 pm?®. Figure 2 shows sample distribution of TF expression,

with the minimum and maximum values, the median, and the 25 and 75 percentiles.
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Figure 2. Sample distribution of TF expression.

According to the median, we have divided the sample into two groups, one with TF
expression area > 28 pum” (high expression) and another with TF expression area < 28 pm?®
(low expression) each with 17 patients. This cutoff point was used to correlate TF expression

with patient’s age, T stage, lymph node positivity, tumor grade, clinical and pathological
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TNM stage, and death.

Patients’ mean age was 62.5 years (42.2 to 91.7 years). The group of patients with
high TF expression was significantly younger than the group of patients with low TF
expression (57.6 vs. 67.3 years; p = 0.047).

As to race, 33 patients (97.0%) were white, and one patient was black (3.0%). The
black patient presented an area of TF of 83 um? and a Grade 2, T3NOMO tumor. Race was
not included in the analyses due to the impossibility to adequately evaluate this variable with
only one patient in the subgroup.

Twenty-one patients (61.8%) were treated with partial penectomy, while 13 patients
were treated with total penectomy (38.2%). There was no difference in TF expression
according to the type of penectomy.

Of all 34 tumors, 16 (47.1%) extended to the sub-epithelial connective tissue (T1), 6
(17.6%) to the corpus spongiosum and/or corpora cavernosa (T2), and 12 (35.3%) extended
to the urethra (T3). No tumor had extended to other adjacent structures, such as the prostate or
the pubis (T4). Additionally, there was no tumor with extension restricted to the subepithelial
tissue (Ta).

Regarding tumor grade, 14 (41.2%) were well differentiated, 19 (55.9%) were
moderately differentiated, and 1 (2.9%) was poorly differentiated. There was no statistically
significant difference between tumor grade and TF expression.

Of the 34 patients, 12 (35.3%) were submitted to bilateral inguinal lymphadenectomy.
Of these, five patients had positive lymph nodes, while 7 patients had negative nodes. There
was no difference in TF expression between the groups with positive or negative lymph
nodes.

Table 1 shows that excepting age, no baseline clinical or pathological variable was

statistically associated with TF expression.
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Table 1. Baseline characteristics and Tissue Factor expression.

Table 1 — Baseline Characteristics and Tissue Factor expression.

TF expression (umz)

Total TF > 28 TF<28
Characteristic n =34 n=17 n=17 P Value
Age, years 62+14 5810 67%16 0.0472
T Stage, n? (%) 0.63b
Tla 14 (41.2) 5 (29.4) 9 (52.9)
T1b 2(5.9) 1(5.9) 1(5.9)
T2 6 (17.6) 4 (23.5) 2 (11.8)
T3 12 (35.3) 7 (41.2) 5 (29.4)
cN Stage, n? (%) 0.76b
cNO 23 (67.6) 11 (64.7) 12 (70.6)
cN1 - - -
cN2 8 (23.5) 5(29.4) 3 (17.6)
cN3 3(8,8) 1(5.9) 2 (11.8)
pN Stage, n (%) 0.58b
pNx 22 (64.7) 9 (52.9) 13 (76.4)
pNO 7 (20.6) 5 (29.4) 2 (11.8)
pN1 - - -
pN2 4(11.8) 3(17.7) 1(5.9)
pN3 1(2.9) - 1(5.9)
Clinical Stage, n® (%) 0.80b
I 10 (29.4) 4(23.5) 6 (35.3)
11 13 (38.2) 7 (41.2) 6 (35.3)
[11a = = =
I1b 8 (23.5) 5(29.4) 3 (17.6)
\Y 3(8.8) 1(5.9) 2 (11.8)
Histologic Grade >0.99b
G1 14 (41.2) 7 (41.2) 7 (41.2)
G2 19 (55.9) 9 (52.9) 10 (58.8)
G3 1(2.9) 1(5.9) -
G4 - - -
Penectomy, n® (%) 0.16b
Partial 21 (61.8) 8 (47.1) 13 (76.5)
Total 13 (38.2) 9 (52.9) 4 (23.5)

Data reported as mean * standard deviation or counts (percentages); TF: tissue
factor; p: statistical significance according to a:Student’s t test or b:Fisher’s exact
test.

Mean follow-up was 28.3 months (0 to 139.6 months). There were eight deaths during

follow-up (23.5%), four in each group, all related to the neoplasm. There was no difference in
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mortality according to high or low TF expression. Table 2 summarizes the KM results at 24,

36, and 60 months.

Table 2. Deaths according to TF low and high expression and KM overall survival.

Table 2 — Deaths according to TF low and high expression and KM survival.

TF expression (umz)

Total TF > 28 TF< 28
Characteristic n=34 n=17 n=17 P value
Death

events, n2 (%) 8 (23.5) 4 (23.5) 4 (23.5) >(0.992
KM rate (%) 0.500b

24 months 78.6 75.5 80.8

36 months 71.5 75.5 69.3

60 months 55.6 50.3 57.7

Data reported counts (percentages); TF: tissue factor; KM: Kaplan-Meier; p: statistical
significance according to a: Fisher’s exact test; b: log-rank test
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Overall survival estimated by Kaplan-Meier was of 102.8 months (95%CI: 69.0 —
136.7). In the men with high TF expression KM survival was 57.7 months (95%CI: 30.6 —
84.7) whereas in the men with low TF expression survival was of 107.3 months (95%CI: 64.2
— 150.4). There was no statistically significant difference in survival according to high or low

expression of TF.

Figure 3. Overall survival.
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Figure 4. Overall survival, stratified by high or low TF expression.
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We examined the correlations between the groups of TF expression and other
variables using a Cox regression model (figure 5). There was no statistically significant
correlation between TF expression and the other prognostic factors. A high TF expression
showed a trend towards statistical significance after adjusting for age (HR 7.78; 95%CI: 0.9 to
67.1; p=0.062).

Figure 5. Multivariate analysis (Cox regression model).
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DISCUSSION

It 1s currently believed that TF expression may contribute to the tumor derived pro-
coagulant activity, and that thrombin and other products of the coagulation cascade may
influence the development of metastases. [11] The formation of fibrin around metastatic
tumor cells, for example, may protect these from the action of cells from the immune system.
In an experimental mice model with intravenous injection of TF positive fibrosarcoma cells,
there was failure in the development of metastases in mice that were fibrinogen deficient.
Apparently, there is also a role for TF in tumor growth, related to an increase in tumor
angiogenesis, as suggested by experimental studies. [25]

In most clinical studies in humans, the expression of TF was evaluated as a possible
prognostic factor of cancer recurrence or death. In some studies it was considered an
independent predictor of mortality, whereas in others not. In 67 prostate carcinomas,
Abdulkadir et al. have found an increased expression of TF in 73% of the tumors, and a
positive correlation between the immunohistochemical expression of TF, tumor angiogenesis
(microvessel density) and preoperative PSA levels. [21] Likewise, Patry et al. described an
increased expression of TF in 77.6% of the samples of muscle-invasive bladder cancers of
218 patients. During follow-up, 45.4% of the patients progressed to death after primary
treatment; in the patients with negative lymph nodes, those with positive expression for TF
had a significantly shorter cancer specific survival, with a 3.15 times greater risk of dying
from bladder cancer. [19] Studying 41 patients with nephroblastoma, Maciel et al. described a
positive immunohistochemical expression of TF in 88.3%. In that study, increased expression
of TF was the most important independent predictor for tumor recurrence and mortality both
in the univariate and in the multivariate analyses. [20] In a study with 86 patients with
melanoma, Kageshita et al. showed that 83 (96.5%) patients expressed TF in their tumors, but

there was no association of increased TF expression and disease progression. [22] More
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recently, two isoforms of TF were described, asTF and TF-A, and were also found to be
overexpressed in cancer samples. More specifically, the expression of asTF was described in
samples of gliomas, gastric carcinomas, colorectal carcinomas, non-small cell lung cancers
and melanomas. [26] However, the role of these TF isoforms in cancer progression and
thrombosis remain under investigation.

We have studied 34 men with penile squamous cell carcinomas, and showed that in
these tumors there was immunohistochemical expression of TF in 76%. To our knowledge,
this is the first report of TF expression in penile cancer, which limits our capacity to compare
our findings with those of other groups. Nonetheless, the finding is consistent with the
immunohistochemical expression of TF in other urologic tumors, such as prostate
adenocarcinomas, bladder transitional cell carcinomas and kidney nephroblastomas. The fact
that penile carcinomas are rare in the Northern hemisphere may contribute to the paucity of
publications regarding TF and penile cancers so far, in comparison to other malignant
neoplasms. We did not find a role for increased TF expression as a prognostic factor in our
study, but this may be partly due to the small sample size (34 patients). In the multivariate
analyses, adjusting for confounding factors we have found a non-statistically significant trend
towards increased mortality among younger men with increased TF expression.

Patients with penile carcinomas tend to present at an age range of 50 to 70 years Ref
14. In our study, mean age at presentation was 62 years (range 42 to 91 years). However, due
to its etiological relationship with human papillomavirus (HPV) infection, penile carcinomas
may occur among younger men. In our sample, 15% of the men presented with age less than
45 years. In a Brazilian study, Favorito et al. reported 7.4% of the patients aged less than 35
years old. [27] These findings corroborate the possibility of such disease among younger men
with penile lesions. In the published series of penile carcinomas, a large proportion of men

present with primary lesions of stage T2 or greater, with invasion of the corpora cavernosa,
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glans, corpus spongiosum or urethra (47-58%). [7] Accordingly, in our series, 53% of men
had lesions >T2. Locally advanced lesions are correlated with tissue invasion, loco-regional
metastases, systemic disease and worse survival. A possible explanation for the large
proportion of men with advanced T stage could be the difficult access to the public medical
system in our environment, a common issue in underdeveloped or developing countries.
However, there may be other factors, such as lack of information or shame that may be
responsible for the delayed medical attention. In a British study, Lucky et al. evaluated 100
men seen from 2002 to 2007 at a regional reference center for penile cancer treatment in the
UK. These authors found that the approximated time interval between the beginning of
symptoms and the search for medical attention varied from two days to 24 months, with a
mean of 5.8 months. The greatest factor causing the delay in receiving medical attention in
their series was patient reluctance in seeking care. [28]

The treatment of the primary lesion in penile carcinomas depends on a variety of
factors, namely tumor size and location, pathologic findings and the possibility of achieving
negative margins while still maintaining and adequate penile shaft for comfortable
micturition. Partial or total penectomies remain the gold standards of surgical treatment, with
very low local recurrence rates (0-8%). [29] In our series, similarly to those reported in the
literature, most primary lesions were treated with partial penectomies, mainly due to the
advanced local stage at presentation and to the more distal location of most lesions. The
impact of these surgeries on the quality of life of patients, which was not evaluated in our
retrospective study, cannot be underestimated, since most men are potent at the time of
diagnosis.

Traditionally, the most important prognostic factor in penile carcinomas is the
involvement of inguinal lymph nodes. The phase of locoregional growth is usually prolonged

before distant metastases, and inguinal lymphadenectomy can be curative in many cases (40-



87

50%). Ravi et al. reported a five-year cancer specific survival of 77% for patients with 1-3
positive inguinal lymph nodes, 8.4% for patients with 4-5 positive lymph nodes and 0% for
men with more then 5 positive lymph nodes. Untreated patients with lymph node metastases
generally survive 2-3 years. [30] In our study, five-year overall survival estimate in the KM
analyses was of 55.6%, and was not different according to high or low TF expression (50.3 vs
57.7 %; NS). In comparison to the survival of the published series, our survival results are
explained by to the high proportion of patients in our series with more advanced disease (T2
or greater, 52.9%), and to the prevalence of positive lymph nodes in the pathologic report
(N+, 14.7%).

Our study has several limitations. Firstly, it was a retrospective study, with the
inherent problems of data collection in hospital charts and of paraffin embedded tissue.
Secondly, although studies have shown reasonable concordance rates in the analyses of
expression of other biomarkers in tissue samples vs. whole-mounted paraffin embedded
specimens, the technique of immunohistochemistry in selected tissue samples may have
underestimated or overestimated the actual expression of TF, especially in tumors with focal
expression.[19] Thirdly, immunohistochemistry has been criticized due to the lack of
objectivity in its qualitative analyses. Most studies utilize a graded score for TF expression
based on the percentage of intensely staining tumor cells. Our study was based in a semi-
quantitative methodology, with a computerized software for image analyses aiming to reduce
biases and subjectivity in the process. Nevertheless, the choice of the most representative
areas of TF expression in the tumor, in spite of being made with the agreement of two
independent trained colleagues, remains a non-objective factor. Lastly, the small number of
patients in the study may limit the capacity to make strong assumptions regarding TF as a

prognostic factor in penile cancer.
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CONCLUSION

TF was expressed in most samples of penile cancers. There was no statistically
significant correlation between TF expression, prognostic factors and survival. Further studies
are necessary to better evaluate the significance of this marker as a potential prognostic factor

and therapeutic target in penile carcinomas.
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