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RESUMO

O céancer de pénis ¢ uma neoplasia rara em paises desenvolvidos, entretanto, tem sua
incidéncia elevada em paises subdesenvolvidos, apresentando um progndstico reservado na
maioria dos casos. O carcinoma de células escamosas de pénis (CCEP) ¢ o tipo histologico
mais comum, sendo responsavel por cerca de 95% dos casos. Diversos biomarcadores tem
sido estudados recentemente na expectativa de compreender melhor as alteragdes tumorais
nos tecidos. Entretanto, ha poucos estudos avaliando a expressdao de biomarcadores no CCEP
e sua correlagdo com fatores prognosticos. Devido a escassez de dados, as opgdes de
tratamento sdo limitadas. O presente estudo pretende avaliar a expressdo imuno-histoquimica
(IHQ) dos biomarcadores Survivina, Ki67, p16 e PD-L1 na neoplasia de pénis e verificar a
associacdo de sua expressdo com fatores prognosticos estabelecidos e com a sobrevida em 5
anos.

Foram incluidos 40 pacientes submetidos a cirurgia de penectomia parcial ou total
entre 1998 e 2016 no Servico de Urologia do Hospital Sdo Lucas da PUC/RS com
diagnoéstico de CCEP. Cinco pacientes foram excluidos do estudo por falta de dados. A
survivina esteve expressa em nove pacientes (25,7%). A mortalidade observada no grupo
survivina+ foi significativamente superior (HR de 3,73 e IC de 95% variando de 1,25 a 11,12
para p=0,018). O PD-L1 esteve expresso em 18 pacientes (51,4%), predominantemente em
lesoes grau II e grau III (61,1% e 16,6%) Nos pacientes com acometimento linfonodal,
69,2% eram PD-L1+. Os pacientes PD-L1+ apresentaram tumores de maior tamanho
(4,25cm X 2,6cm; p=0,027), de maior celularidade, evidenciado pela correlagdo com
Ki67>10% em 80% dos pacientes (p=0,006). Houve correlagdo estatistica do PD-L1+ com a
expressao de pl6 (p=0,002).

A expressdao da survivina parece estar associada a maior agressividade e maior
mortalidade no CCEP. A expressdao de PD-L1 pode estar associada a expressdo de pl6, a

tumores maiores e com pior desfecho clinico.



ABSTRACT

Penile cancer is a rare urological malignancy in developed countries; however, it has
a high incidence in developing countries. Penile squamous cell carcinoma (PSCC) is the
most common histological type, Several biomarkers have recently been studied trying to
better understand tumor changes in tissues. However, there are few studies evaluating the
expression of biomarkers in penile cancer and its correlations with prognostic factors. Due to
the lack of data, treatment options are limited. Objective: To evaluate the
immunohistochemical expression of survivin, Ki67, pl16 and PD-L1 in PSCC and to verify
its association with established prognostic factors and 5-year survival.

Forty patients with PSCC and submitted to partial or total penectomy between 1998
and 2016 at the Urology Department of the Sdo Lucas Hospital of PUC/RS were included.
Five out of 40 were excluded due to lack of data. Survivin was expressed in nine patients
(25.7%). Mortality in the survivin+ group was significantly higher (HR of 3.73 and 95% CI
ranging from 1.25 to 11.12; p=0.018). PD-L1 was expressed in 18 patients (51.4%),
predominantly in grade II and grade III lesions (61.1% and 16.6%). In patients with lymph
node involvement, 69.2% were PD-L1+. PD-L1+ patients presented larger tumors (4.25¢cm X
2.6cm; p=0.027), with higher cellularity, evidenced by correlation with Ki67>10% in 80%
of patients (p=0.006). There was a statistical correlation between PD-L1+ and pl6
expression (p=0.002). Survivin expression seems to be associated with tumor aggressiveness
and higher mortality rate in CCEP. PD-L1 expression may be associated with pl6

expression, with larger tumors and with worse clinical outcome.
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INTRODUCAO

Cancer de Pénis

O cancer de pénis ¢ uma neoplasia urologica rara em paises desenvolvidos; entretanto,
tem sua incidéncia elevada em paises subdesenvolvidos. (Backes et al., 2009). Representa
cerca de 0,4% a 0,6% das neoplasias que acometem os homens nos Estados Unidos e na
Europa, podendo chegar a cerca de 10% em paises Asiaticos, Africanos e Sul-americanos.
(Chaux et al., 2013; Hakenberg et al., 2015). No Brasil, esse tipo de tumor chega a 2% de
todos os tipos de cancer que atingem o homem, sendo mais frequente nas regides Norte e
Nordeste, que apresentam incidéncia em torno de cinco vezes maior que nas regides Sul e
Sudeste. (Gonzaga-Silva et al., 2007). Sua prevaléncia ¢ maior na sexta década de vida, com
sobrevida global e em cinco anos de cerca de 61%. (Pham et al., 2017).

De acordo com dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER), o
cancer de pénis nao apresenta diferenca de incidéncia entre as racas. Porém, a raca negra esta
relacionada com pior desfecho clinico, tendo mortalidade 2,2 vezes maior quando comparados
a branca. (Rippentrop et al., 2004).

O cancer de pénis acomete preferencialmente homens idosos com higiene precaria. A
circuncisdo no periodo neonatal ¢ medida profildtica que reduz significativamente a
probabilidade de neoplasia de pénis, uma vez que retira o prepucio, regido preferencial de
desenvolvimento do carcinoma. (Schoen et al., 2000). A reagdo inflamatoria cronica causada
pela presenca de esmegma, subproduto da ac¢do bacteriana na descamacgao celular, ¢ tida como
possivel agente causal do cancer de pénis uma vez que o efeito irritativo crénico junto ao
prepucio e a glande pode levar a fimose. (Schoen et al., 2000).

O papiloma virus humano (HPV) pode estar associado ao desenvolvimento tanto de
lesdes pré-malignas como do carcinoma in situ no pénis. Sua presenga nos carcinomas in situ
foi primeiramente identificada por Pfister e Haneke em 1984. (Pfister e Haneke, 1984).
Caracteriza-se pela presenga de coildcitos, célula tipica da infec¢do por HPV. Tal célula
apresenta-se como espagos perinucleares vazios e nucleo celular atipico e aumentado.
(Schneider, 1989). Através de técnicas de hibridizagdo de DNA, mais de 100 subtipos ja
foram identificados. (Ventimiglia et al., 2016).

Os subtipos 6 e 11 estdo mais frequentemente relacionados a verrugas genitais com

baixa displasia, mas também podem ser identificados em carcinomas verrucosos nao
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metastaticos. J& os subtipos 16, 18, 31 e 33 estdo associados a doenga in situ e invasiva sendo
o 16 o subtipo mais prevalente e ja tendo sido detectado em metastases de carcinoma de pénis.
(Mentrikoski et al., 2014).

Entretanto, embora a infeccdo por HPV seja fator importante na etiologia do cancer
de pénis, sua presenca pode ser bastante varidvel — entre 30% a 80% (Daling et al., 2005) —
sugerindo a existéncia de outros fatores no desenvolvimento da doenca e de seus subtipos
histolégicos, tais como exposi¢do ao tabaco, historia de trauma peniano e presenca de liquen
escleroso.

As lesdes pré-malignas também podem ser subdivididas de acordo com a presenga do
HPV. Dentre as lesdes nao relacionadas ao HPV podemos citar o corno cutaneo, balanite
xerotica obliterante, leucoplasia e balanite ceratdtica. J& dentre as lesdes associadas ao virus
encontram-se o condiloma acuminado, doenga de Bowen e Sarcoma de Kaposi.

O carcinoma in situ do pénis (Tis) ¢ também conhecido como Eritroplasia de Queyrat
quando acomete a glande peniana ou prepucio. Inicialmente descrita em 1911 por Queyrat, ¢
uma lesdo avermelhada, aveludada e bem delimitada que acomete mais frequentemente a
glande peniana. Em sua evolucdo pode apresentar ulceragdes, secre¢do e dor. Tem potencial
de progressdo para carcinoma de células escamosas de pénis em 10% a 33% dos casos.
(Bleeker et al., 2009).

Em 1912, Bowen descreveu uma lesdo intraepitelial da pele com potencial de
progressdo para doenga maligna, sendo histologicamente similar a Eritroplasia de Queyrat.
Ambas sdo caracterizadas por alteragdes na mucosa, que passa a apresentar células
hiperplasicas atipicas e multiplos nlicleos hipercromaticos em diversas fases de mitose. O
revestimento epitelial estende-se até a submucosa e encontra-se alargado e bulboso. A
submucosa apresenta proliferagdo e ectasia capilar com infiltrado inflamatério no seu
permeio. Clinicamente, apresenta-se como placas bem delimitadas com eritema escamoso
acometendo a haste peniana. Caso ndo tratada, pode evoluir para carcinoma invasivo em até
5% dos casos. (Buechner, 2002).

A doenca de Buschke-Lowenstein ou carcinoma verrucoso ou condiloma acuminado
gigante foi primeiramente descrita por Buschke e Lowenstein em 1925. E uma lesdo
verrucosa do pénis muitas vezes confundida com o carcinoma de células escamosas de baixo
grau. Apresenta crescimento local podendo invadir os tecidos adjacentes sem, no entanto,
demonstrar transformacdo maligna ou disseminac¢do de metastases. Estas lesdes podem estar

relacionadas ao HPV. A disseminag¢ao linfonodal ¢ rara neste tipo de lesdo e quando presente
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possivelmente representa degeneracdo maligna. Bidpsia excisional € o tratamento padrao e a
recorréncia ¢ comum, requerendo seguimento continuo.

O cancer invasivo de pénis pode desenvolver-se em qualquer regido do pénis, mas
mais frequentemente inicia na glande (em 48% dos casos), no prepucio (em 21%), na glande e
prepucio (em 9%), no sulco coronal (em 6%) e na haste peniana (em torno de 2% dos casos).
Apresenta-se como uma lesdo pequena com crescimento gradual podendo progredir para
bolsa escrotal e testiculos. A lesdo inicial pode ser do tipo papilar e exofitica ou plana e
ulcerativa. Sabe-se que o crescimento de tais lesdes ¢ similar. Entretanto, as lesdes do tipo
ulcerativo apresentam maior risco de acometimento linfonodal e pior prognostico. (Ornellas et
al., 1994).

A fascia profunda do pénis, também conhecida como fascia de Buck, representa uma
barreira natural para a extensdo local da lesdo. A invasdo da fascia de Buck e posteriormente
da tunica albuginea permite contato com corpo cavernoso e esponjoso, estabelecendo
potencial para disseminagdo vascular.

A disseminagdo linfatica da neoplasia de pénis ocorre incialmente para os linfonodos
da regido femoral e iliaca. Sabe-se que a rede linfatica do prepucio e da pele da haste peniana
drenam para os linfonodos inguinais superficiais (externos a fascia lata). A rede linfatica da
glande une-se a rede linfatica dos corpos cavernosos que também drenam para os linfonodos
inguinais superficiais. J& os linfonodos inguinais superficiais drenam para os linfonodos
inguinais profundos, que sdo os que encontram-se abaixo da fascia lata. A drenagem linfética
dos linfonodos profundos da-se para os linfonodos pélvicos seguindo a rede da iliaca interna,
iliaca externa e obturadores. Existem multiplas conexdes das redes linfaticas em todos os seus
niveis; assim, a drenagem linfatica do pénis ¢ bilateral. (Cabanas, 1992).

O acometimento linfonodal pode levar a necrose da pele da regido inguinal, infec¢do
crOnica, sepse e, at¢é mesmo, hemorragia secundaria & erosdo dos vasos femorais por
acometimento tumoral. Metéstases a distancia sdo incomuns, podendo acontecer em 1% a
10% dos casos e, quando presentes, acometem pulmao, figado, ossos e cérebro, sempre em
um curso mais tardio da doenga. (Pettaway et al., 2010).

Na apresenta¢ao inicial a les@o ¢ usualmente confinada ao pénis, sendo o exame fisico
importante na defini¢do do tamanho, localizagdo e eventual envolvimento dos corpos
penianos e da uretra. A inspecdo cuidadosa da regido inguinal bilateralmente deve ser

realizada a procura de massas ou linfonodomegalias.
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A confirmagao diagnostica através da bidpsia da lesdo ¢ mandatodria, deve ser realizada
antes de qualquer tipo de tratamento e determina o tipo histologico e grau, invasdo das

estruturas penianas e invasao vascular.

Classificaciao Histologica

A maioria dos tumores de pénis, como mencionado anteriormente, ¢ de carcinoma de
células escamosas (CCEP); porém h4a uma grande variagdo no comportamento clinico
conforme o subtipo histolégico. (Cubilla et al., 2001; Guimaraes et al., 2009).

Inicialmente proposto por Cubilla em 1993, o CCEP foi subdividido de acordo com
seu padrao de crescimento em quatro grupos: carcinoma de células escamosas de crescimento
superficial, de crescimento vertical, verrucoso e multicéntrico. O carcinoma de células
escamosas de crescimento superficial era o mais frequente e metastases linfonodais estavam
presentes em cerca de 42% dos casos. (Cubilla et al., 1993).

As metastases linfonodais estavam presentes em até 82% dos casos de crescimento
vertical, em nenhum dos verrucosos e em apenas 33% dos multicéntricos. Em revisao
subsequente, o autor reclassificou os subtipos histologicos em carcinoma de células
escamosas subtipo usual, papilar, basaldide, condilomatoso, verrucoso e sarcomatoide.

(Cubilla et al., 2001).

O carcinoma de células escamosas subtipo usual.:

O CCEP subtipo usual representa cerca de 48% a 65% dos tumores e podem
apresentar-se desde uma lesdo exofitica grosseiramente irregular branco-acinzentada a uma
lesdo plana e avermelhada ou ainda na forma de uma massa ulcerada. O comportamento deste
tipo de lesdo esta relacionado a fatores como tamanho da lesdo, grau histoldgico,
profundidade da infiltragdo tumoral e pelo comprometimento perineural e vascular. A maioria
das lesdes ¢ altamente queratinizada com moderado grau de diferenciacdo celular (grau II)
com invasdo até corpo esponjoso do pénis. Apresenta tamanho médio ao diagndstico de 4,5
centimetros e normalmente compromete a ldmina propria, a tinica dartos, o corpo esponjoso
em 45% dos casos e o corpo cavernoso em 35% dos casos. Este subtipo de carcinoma de

pénis apresenta 28% de recorréncia e metéstases em linfonodos em 28% a 39% dos casos,
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com taxa de mortalidade entre 20% a 38% ¢ sobrevida em 10 anos de 78%. (Cubilla et al.,

2001; Guimaraes et al., 2009).

O carcinoma de células escamosas subtipo verrucoso:

O subtipo verrucoso representa cerca de 3% a 8% dos carcinomas de pénis. Tem
caracteristica de crescimento lento e seu diagndstico habitualmente ocorre apos varios anos da
lesdo inicial. E bem diferenciado e com limites bem precisos entre a lesdo e a area sadia do
pénis. Sabe-se que ¢ uma lesdo ndo relacionada ao HPV. (Cubilla et al., 2010). Este subtipo
de lesdo caracteriza-se pelo crescimento local, podendo ser localmente agressivo, porém, nao
apresenta metastases linfonodais ou a distancia. Seu crescimento raramente atinge a ldmina
propria, o dartos ou o corpo esponjoso ¢ a taxa de cura ¢ de 100%. Porém, em pacientes com
margens cirargicas comprometidas a taxa de recorréncia pode chegar a 40%. A recorréncia

pode apresentar mudangas na histologia, sendo preconizado um tratamento mais agressivo.

O carcinoma de células escamosas subtipo papilifero:

O carcinoma de células escamosas subtipo papilifero representa cerca de 5% a 15%
das lesdes e ¢ tipicamente verrucoso de baixo grau com bom prognostico e raramente esta
associada a infeccdo por HPV. Sado lesdes bem a moderadamente diferenciadas, graus I e II,
com invasdo de corpos cavernosos € de corpo esponjoso. Invasdo vascular e perineural nao
sdo comuns neste tipo de lesdo, mas podem ser encontradas em até 12% dos casos.
(Guimaraes et al., 2009). A recorréncia ¢ baixa, em torno de 12% e o acometimento
linfonodal também, inferior a 12% dos casos. A mortalidade deste tipo de tumor ¢ de 0% a

6%. (Cubilla et al., 2001).

O carcinoma de células escamosas subtipo condilomatoso:

O carcinoma verrucoso condilomatoso de pénis ¢ de crescimento lento, de baixo grau,
relacionado ao HPV e representa cerca de 7% a 10% dos tumores de pénis. A apresentacao
mais tipica ¢ de um tumor grau II com invasdo de corpo esponjoso com baixo risco de
acometimento linfonodal. A recorréncia local ap6s penectomia ¢ de 10% e de metastases
linfonodais de 17% a 25% dos casos. A mortalidade cancer-especifica varia de 0% a 10%.

(Cubilla et al., 2001; Guimaraes et al., 2009).
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O carcinoma de células escamosas subtipo basaldide:

O CCEP subtipo basaldide ¢ um tumor agressivo e estd relacionado a infec¢do por
HPV em cerca de 70% a 80% dos pacientes. Este subtipo representa cerca de 4% a 10% dos
casos. A lesdo acomete mais frequentemente a glande, mas também pode ser encontrada no
prepucio. Normalmente apresenta cerca de 2 a 5 centimetros e invade tanto corpo esponjoso
quanto corpo cavernoso. S@o, por defini¢do, lesdes de alto grau e apresentam invasdo
perineural e vascular. Acometimento linfonodal estd presente em cerca de 50% a 100% dos
casos. A recorréncia local ¢ alta, ocorrendo em cerca de 36% dos casos de penectomia parcial.
A sobrevida em 10 anos ¢ de 76% e até 30% dos pacientes apresenta acometimento sistémico.

(Cubilla et al., 2001; Guimaraes et al., 2009).

O carcinoma de células escamosas subtipo sarcomatoide:

O subtipo sarcomatoide corresponde a cerca de 1% a 3% dos carcinomas de células
escamosas de pénis e € o mais agressivo. Sdo de crescimento rapido, polipoides e infiltrativos
com areas hemorragicas. Apresentam infiltracdo vascular e perineural e comprometimento de
todas camadas teciduais com ampla invasdo do corpo cavernoso, levando frequentemente a
margens positivas em pacientes submetidos a penectomia parcial. A recorréncia local ocorre
em aproximadamente dois tercos dos pacientes. E subtipo pouco associado a infecgdo por
HPV. O diagndstico diferencial ¢ com sarcoma e melanoma e a imuno-histoquimica
geralmente ¢ necessaria para defini¢do diagnostica. As metéstases linfonodais estdo presentes
ao diagndstico em cerca de 75% a 89% dos casos e a mortalidade ¢ alta, com 40% a 75% dos

casos ocorrendo em até¢ um ano do diagnostico. (Velazquez et al., 2005; Chaux et al., 2009).

O carcinoma de células escamosas subtipo cuniculado:

O subtipo cuniculatum ou cuniculado ¢ pouco frequente, de grande tamanho e
geralmente de baixo grau. Costuma apresentar infiltracdo profunda especialmente ao corpo
cavernoso. Em nenhum caso foi evidenciada metéstase linfonodal ou a distancia e a sobrevida

¢ de 100%. (Barreto et al., 2007).
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O carcinoma de células escamosas subtipo pseudo-hiperplasico.

O carcinoma pseudo-hiperplasico ¢ um subtipo de tumor de baixo grau que afeta
preferencialmente pacientes idosos. Ocorre em geral pela oitava década de vida e ¢
encontrado em areas de lesdes de liquen escleroso junto ao prepucio. Nao ¢ associado a
infec¢do por HPV e apresenta excelente prognostico, sem relatos de disseminagao linfatica ou

sistémica.

O carcinoma de células escamosas subtipo adenoescamoso.

O subtipo adenoescamoso ¢ raro e caracteriza-se pela presenca de areas glandulares
junto ao padrdo escamocelular. Acomete geralmente a glande e a recorréncia local pode
ocorrer em até 25% dos casos. Metastases linfonodais podem ocorrer em até 50% dos casos,
porém a mortalidade ¢ baixa, variando de 0% a 14%. (Romero et al., 2006; Guimaraes et al.,

2009).

Subtipos e sua relagdao com HPV

Subtipo Prevaléncia (%) Rela¢do com HPV
Usual 48-65 Nao
Verrucoso 3-8% Nao
Papilifero 5-15 Raramente
Condilomatoso 7-10 Sim
Basaloide 4-10 Sim
Sarcomatodide 1-3 Nao
Pseudo-hiperplasico * Nao
Cuniculado * Nao
Adenoescamoso * Nao

*tumores raros, sem prevaléncia definida

Ha uma correlagdo entre os diferentes subtipos histologicos de CCEP com a presenga
de disseminagdo linfonodal e sistémica. Esta também ocorre com o desfecho clinico, embora
de forma menos significativa que o grau de diferenciacdo patoldgica e a invasdo vascular e

perineural.
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A classificacdo de Broders, originalmente descrita para carcinoma epidermoide de
pele, foi adaptada para uso em tumor de células escamosas de pénis. E utilizada para definir o
grau de diferenciacdo da lesdo, baseando-se no padrdo de queratinizagdo, de pleomorfismo
nuclear ¢ de nimero de mitoses. (Broders, 1921). Uma divisdo em quatro graus foi
inicialmente descrita, mas tornou-se comum a classificagdo baseada em trés graus proposta
por Maiche. (Maiche et al., 1991). As lesdes de baixo grau (graus 1 e 2) constituem cerca de
70% a 80% dos casos no diagndstico.

Para estadiamento destes tumores, tanto a lesdo primaria quanto os linfonodos sdo
facilmente acessados pelo exame fisico. Sabe-se, entretanto, que a palpacdo da lesdo pode nao
detectar cerca de 10% dos casos onde existe tumor ou considerar positivo quando ndo existe
neoplasia outros 16%. (Horenblas et al., 1991). Para lesdes pequenas localizadas na glande
exames de imagem como ecografia e ressonidncia magnética sdo de pouca utilidade.
Entretanto, quando ha suspeita de invasdo de corpo cavernoso, a ressonancia magnética com
contraste pode adicionar informac¢des importantes no estadiamento, principalmente se a
penectomia parcial é considerada. (Lont ef al., 2003).

Na avaliacdo dos linfonodos, em pacientes nos quais o exame fisico ¢ negativo,
nenhum método de imagem mostrou sensibilidade para detectar micrometastases, sendo
assim, o exame fisico no paciente ndo obeso permanece como padrdo outro. J& para os
pacientes nos quais o exame fisico evidencia linfonodos palpaveis os exames de imagem
podem ser Uteis para determinar aqueles com pior prognostico e, também, a presenca
metastases a distancia. Nestes casos, tomografia de pulmio, abdome e pelve assim como
cintilografia 6ssea podem ajudar no estadiamento. (Heyns et al., 2010).

O estadiamento do CCEP segue a sétima edi¢do do American Joint Committee on
Cancer (AJCC) e Union for International Cancer Control (UICC), publicado em 2010,

conforme os Quadros 1 ¢ 2.
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Quadro 1. Estadiamento TNM do Cancer de Pénis - American Joint Committee on Cancer (AJCC)

TUMOR (T)

Tx Tumor ndo pode ser acessado

TO Sem evidéncia de tumor

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso nio invasivo

Tla Tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial sem invasdo linfovascular e
ndo € pouco diferenciado (grau 3-4)

T1b Tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial com invasdo linfovascular ou
€ pouco diferenciado (grau 3-4)

T2 Tumor invade corpo esponjoso ou cavernoso

T3 Tumor invade uretra

T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes

LINFONODOS (N)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser acessados'

pNx Linfonodos regionais ndo podem ser acessados:

NO Sem linfonodos inguinais aumentados ou palpdveis'

pNO Sem linfonodos regionais metastaticos:

N1 Linfonodo inguinal unilateral, palpdvel e mével

pN1 Metéstase em linfonodo inguinal tinico:

N2 Miiltiplos linfonodos inguinais ou linfonodos bilaterais, méveis

pN2 Metéstases em miiltiplos linfonodos inguinais ou bilaterais:

N3 Massa linfonodal inguinal fixa, linfadenopatia pélvica, unilateral ou bilateral'

pN3 Extensdo extranodal ou linfonodos pélvicos unilateral ou bilateral:

METASTASE A DISTANCIA (M)

MO Auséncia de metdstases a distancia

M1 Metéstase a distincia’

1 Baseado na palpacdo e exames de imagem
2 Baseado na bidpsia ou excisdo cirdrgica
3 Metastase linfonodal além da pelve verdadeira ou metéstase visceral ou 6ssea
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Quadro 2. Estadiamento do Cancer de Pénis segundo American Joint Committee on Cancer (AJCC)

Estadio T N M
0 Tis NO MO
Ta NO MO
I Tla NO MO
I T1b NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
[Ia T1-3 N1 MO
IIb T1-3 N2 MO
v T4 Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO
Qualquer T Qualquer N M1
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Tratamento

O objetivo terapéutico principal no tratamento do CCEP deve ser a excisdo completa
da lesdo, o controle linfatico regional e, quando possivel, aliar os aspectos estéticos e
funcionais do pénis. A excisdo cirurgica ¢ fator primordial no manejo de tais lesdes e
quando realizada adequadamente pode ser curativa. Assim, o padrao ouro no tratamento da
neoplasia de pénis consiste na penectomia.

Diversas terapias alternativas tais como radioterapia, quimioterapia e suas
combinagdes j& foram utilizadas no tratamento das lesdes primdrias de CCEP.
Procedimentos preservadores do pénis, tal como a cirurgia micrografica de Mohs e terapias
com laser ja foram utilizados em outros tumores cutdneos com sucesso € podem

eventualmente ser aplicadas no pénis.

Cirurgia:

A microcirurgia de Mohs, descrita em 1985, ¢ uma técnica de excisdo da lesdo
através de finas laminas horizontais utilizando-se de microscopio para examinar cada
camada através de técnicas de congelacdo até a obtengdo de margens negativas,
preservando-se, assim, o maximo possivel do oOrgdo. Tem sua melhor indicagdo no
carcinoma in situ € em lesdes pequenas e superficiais do pénis, ndo maiores que 3
centimetros. As principais complicagdes associadas a esta técnica sdo estenose de meato
uretral e deformidade anatomica da glande. (Mohs et al., 1985).

A utilizacdo de laser, mais comumente o Nd:YAG para tratamento das lesdes de
pénis tem como principais vantagens a destruicdo do tumor com preservacdo do pénis e de
suas fungdes, promovendo a cauterizacdo de pequenos vasos e nervos diminuindo a
incidéncia de sangramento e dor no pds-operatorio. Como desvantagens, entretanto,
apresenta dificuldade de documentacdo histoldgica e consequentemente de determinar a
profundidade da invasdo do tumor. A utilizacdo de laser para tratamento dos tumores de
pénis ¢ terapéutica alternativa e deve ser realizada com o entendimento de que as
recorréncias locais podem ser mais frequentes e, sendo assim, vigilancia ativa e
acompanhamento rigoroso devem ser realizados. Na eventualidade de recorréncia apos
tratamento com laser a penectomia parcial ou a amputacdo ¢ preconizada.

Pacientes com pequenas lesdes envolvendo o prepucio podem ser tratados com

ampla circuncisdo com confirma¢do de margens através de técnicas de congelagdo no
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transoperatdrio. Tumores invasivos envolvendo a glande ou sulco coronal podem ser
adequadamente manejados com penectomia parcial. Na maioria dos casos, permite manter
cerca de 4 centimetros de haste peniana, o que permite a mic¢do em posi¢ao ortostatica e
coto com possibilidade de intercurso sexual com penetragdo vaginal. A congelagdo no
transoperatorio deve confirmar margens livres de tumor. A recorréncia local ocorre em
aproximadamente 10% dos casos. Ja os pacientes com tumores grandes ou infiltrativos
envolvendo a glande ou a haste peniana, nos quais a adequada excisao da lesdo impossibilita
a manutengdo de remanescente peniano funcional, sdo melhor manejados com penectomia
total.

A complicacdo pos-operatoria mais comum nas penectomias parciais e totais ¢ a
estenose do meato uretral. Os pacientes devem ser alertados para tal complicagdo e

orientados a realizarem dilatagdo uretral periodica.

Radioterapia:

O tratamento primario da lesdo através de radioterapia pode ser alternativa na
preservacgdo do orgdo para casos selecionados de lesdes de tumores T1 ou T2 com menos de
4 centimetros de didmetro. (Gotsadze et al., 2000; Crook et al., 2009). Tanto a radioterapia
externa quanto a braquiterapia sdo utilizadas no tratamento da lesdo primaria. Antes do
tratamento com radioterapia, € necessario circuncisar o paciente para melhor expor o tumor,
diminuir a infeccdo de pele geralmente associada e prevenir o edema de preplcio com
consequente fimose ou parafimose.

A radioterapia externa tem a vantagem de ser amplamente disponivel e costuma ser
empregada em doses que variam de 60Gy até 74Gy fracionados em 25 a 37 sessdes em um
periodo de cinco a sete semanas. O paciente deve ficar em posicdo supina ¢ o pénis ¢é
envolto em uma caixa de acrilico para minimizar as variacdes de posicdo do orgdo e
consequentemente da lesdo. O controle local em cinco anos com radioterapia externa varia
de 44% a 69,7%, resultado inferior ao obtido com as técnicas tradicionais de amputacao
peniana. Entretanto, cerca de 50% dos pacientes submetidos a radioterapia externa podem
evitar uma amputacdo peniana. (Crook et al., 2009). A braquiterapia com implante de
iridium-192 geralmente pode ser utilizada como alternativa no tratamento da lesdo primaria.
O controle local parece ser superior quando comparado a radioterapia externa, variando de
70% a 87% em cinco anos € com taxa de preservacdo do orgdo de 74% a 88%. (De

Crevoisier et al., 2009).
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As complicagdes mais comuns do tratamento com radioterapia sdo a estenose do
meato uretral em 20% a 35% dos casos, necrose da glande em 10% a 20% dos casos e
fibrose do corpo cavernoso, que ocorre mais tardiamente. Com a braquiterapia a incidéncia
de estenose de meato ureteral pode ser superior a 40%. (Zouhair et al., 2001).

A radioterapia ndo ¢ recomendada para pacientes com indicagdo de tratamento
profilatico dos linfonodos da regido inguinal. (Graafland ef al., 2011). Pode ser utilizada nos
pacientes com linfonodomegalias mas apresenta resultados inferiores quando comparado a
cirurgia. (Kulkarni e Kamat, 1994). Pode ser utilizada como paliacdo em pacientes com
massas linfonodais inoperaveis e pode, eventualmente, em associacdo com quimioterapia,

tornar pacientes com linfonodos inoperaveis em ressecaveis.

Doenca Linfonodal:

A presenca e a extensdo de metdstases em linfonodos inguinais sdo os fatores
progndsticos mais importantes na sobrevida de pacientes com CCEP. Diferentemente de
outros tumores do trato geniturindrio nos quais o acometimento linfonodal requer tratamento
sistémico, a linfadenectomia regional no carcinoma de pénis pode ser curativa.

Nos pacientes com aumento linfonodal no diagndstico da neoplasia, classicamente o
uso de antibiotico num periodo de quatro a seis semanas € proposto, tendo em vista que a
presenca de metastase linfonodal comprovada ocorre em aproximadamente 45% dos casos.
(Saisorn et al., 2006). Entretanto, a fim de evitar tal atraso no tratamento dos pacientes com
acometimento linfonodal, diversos autores t€ém proposto a realizagdo de citologia por puncao
aspirativa do linfonodo. (O'brien et al., 2017).

Nos pacientes sem aumento linfonodal no diagnostico da neoplasia, a
linfadenectomia regional precoce parece apresentar melhora na sobrevida quando
comparada a linfadenectomia realizada posteriormente nos paciente que se encontravam em
vigilancia. (Kroon et al., 2005). Ainda, a cura através da linfadenectomia nos pacientes que
realizam observagdo e apresentam recorréncia linfonodal ocorre em menor frequéncia.
(Ornellas et al., 1994; Kroon et al., 2005).

Assim, para pacientes com fatores de baixo risco de metastase linfonodal, tais como
carcinoma in situ, carcinoma verrucoso ¢ estagio T1 de grau 1 a observagdo expectante ¢
preconizada, visto que o acometimento dos linfonodos neste grupo varia de 0% a 16%.
(Pizzocaro et al., 2010). Para pacientes com fatores de alto risco de metastase linfonodal,

tais como T2 ou T3, grau III, invasdo perineural ou vascular a linfadenectomia inguinal
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bilateral esta indicada, visto que o acometimento linfonodal neste grupo € superior a 50%.
(Kroon et al., 2005).

As complicacdes associadas a linfadenectomia sdo necrose de pele, infeccdo de
ferida operatoria, linfedema de membros inferiores e bolsa escrotal, trombose venosa
profunda e morte. A necrose de pele pode ocorrer em até 30% dos casos. (Catalona, 1988).
Em 1988, Catalona promoveu modifica¢des na técnica de linfadenectomia inguinal completa
(superficial e profunda), envolvendo incisdo menor com menor campo de disseccdo,
preservacdo da veia safena e flaps cutdneos mais espessos, minimizando as possiveis
complicac¢des do procedimento. (Catalona, 1988).

Mais recentemente, Tobias-Machado ¢ Sotelo descreveram a técnica de
linfadenectomia inguinal por técnica videoendoscopia e robd-assistida, com resultados
comparaveis a técnica tradicional e menor taxa de complicac¢des. (Sotelo et al., 2007;
Tobias-Machado et al., 2007). Estudos adicionais com maior nimero de pacientes e maior
tempo de seguimento sdo necessarios para firmar a adogdo destas novas técnicas cirurgicas

como rotina.

Quimioterapia:

Pacientes com linfonodos positivos e que realizaram linfadenectomia (N2-N3)
podem beneficiar-se com uso de quimioterapia adjuvante, principalmente quando
administrado terapia tripla baseada em cisplatina, 5-fluoracil e paclitaxel (TPF) por trés a
quatro ciclos chegando a 52,6% de sobrevida livre de doenga em periodo médio de 42
meses. (Giannatempo, 2014).

J& para pacientes com massas linfonodais (cN3), a linfadenectomia ndo costuma ser
recomendada como terapia inicial, uma vez que a ressec¢do cirurgica completa ¢ pouco
provavel. Assim, a quimioterapia neoadjuvante, preferencialmente com tripla combinacdo
que inclua cisplatina e taxano, ¢ recomendada quando possivel. (Hakenberg et al., 2006).

Para pacientes com doenca metastatica visceral, a quimioterapia paliativa deve ser
baseada no uso de taxanos, embora os resultados sejam pouco encorajadores. (Pond et al.,

2014).
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Survivina e Apoptose Celular

A apoptose foi inicialmente reconhecida como mecanismo de destrui¢do celular em
1972. (Kerr et al., 1972). E uma forma de morte celular programada através da ativagio de
uma série coordenada de eventos executados internamente pela célula. Esta naturalmente
envolvida em diversos contextos, tais como durante o desenvolvimento, na homeostase
celular de diversos tecidos, como mecanismo de defesa, em células lesadas por doenga ou
por agentes nocivos e no envelhecimento.

Durante a apoptose, ocorre retragdo celular com compactagdo das organelas
intracelulares, condensa¢do da cromatina - que € a caracteristica mais marcante do processo
levando a agregacdo da cromatina na periferia da membrana celular - formagdo dos
corpusculos apoptdticos com degradacdo do DNA e sua consequente fagocitose.

Uma caracteristica especifica da apoptose ¢ a hidrolise de proteinas através da
ativacdo das proteases denominadas caspases. Elas sdo proteases sintetizadas como
zimédgenos inativos. Quando ativadas produzem um processo irreversivel de destruicao
celular. Podem ser subdivididas em dois grupos, as caspases iniciadoras (caspases-8 ¢ 9) e
as caspases executoras (caspases-3, 6 € 7). (Marsoni e Damia, 2004).

A via intrinseca ocorre através da liberagdo de proteinas através do espago
intermembrana da mitocondria para o citoplasma. As proteinas envolvidas nesse processo
sdo0 o citocromo ¢, o inibidor direto da apoptose (DIABLO), o segundo ativador de caspase
derivado de mitocondria (SMAC) e a endonuclease G, dentre outras. O citocromo ¢
desempenha papel fundamental nesse processo. Uma vez liberado no citoplasma celular
liga-se a proteina APAF-1 promovendo a sua ativagdo que, posteriormente, forma o
corpusculo apoptotico. Através da ativagdo da caspase-9 e da caspase-3, desencadeia-se a
morte celular por apoptose. (Riedl e Shi, 2004).

A via extrinseca ocorre pela interagdo de um ligante extracelular com um receptor
transmembrana (receptor TNF). Esta ligagdo promove a ativagdo das caspases e formagdo do
DISC, um complexo sinalizador de indu¢do da morte celular. Este, por sua vez, promove
ativacdo da caspase-8, que leva a ativacdo da caspase-3 e, consequentemente, a morte
celular. (Elmore, 2007).

Existe uma via adicional de morte celular mediada por células T e pela perforina-
granzima. A via de perforina/granzima pode induzir a apoptose através da granzima-B ou da
granzima-A. A granzima-A ocorre por mecanismos caspase-independentes. As vias

extrinseca, intrinseca e da granzima-B convergem para a mesma via de execucdo. Esta via ¢
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iniciada pela clivagem da caspase-3 e resulta na fragmentacdo do DNA, degradacdo das

proteinas citoesqueléticas e nucleares levando a apoptose celular.

Figura 1. Vias da apoptose (adaptado de Elmore. 2007)
Via Extrinseca Via Intrinseca Via Perforina/Granzima

Cels T citotéxicas
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Formacio dos corpisculos apoptéticos

A proteina survivina tem sido estudada recentemente devido a sua expressdo em
tecidos neoplasicos, sendo rara a sua presenga em tecido adulto normal. (Duffy et al., 2007;
Pennati et al., 2008). O gene codificador da survivina humana foi clonado pela primeira vez
por Ambrosini et al em 1997. (Ambrosini et al., 1997).

O gene da survivina humana, localizado no cromossomo 17g25, ¢ composto por
quatro exons e trés introns com aproximadamente 14,7kb com 142 aminoacidos em sua
cadeia. Pode ser identificada através de RNAm e quantificada por técnicas de protedmica ou
através de imuno-histoquimica. (Qin et al., 2014; Xu et al., 2014).

Foram descritas seis variantes do gene da survivina em humanos. A forma mais
comumente encontrada (“wild type”) apresenta localizagdo citoplasmatica. (Caldas et al.,
2007). A forma survivina -2B ¢ gerada pela inser¢do de um exon alternativo (exon 2B) e
também apresenta localizagdo citoplasmatica. A survivina -3B ¢ resultado da introdugdo do
exon 3B. (Badran ef al., 2004). A survivina -deltaEx3 obtida através da remog¢ao do exon 3, é
preferencialmente localizada no nucleo. As outras duas formas sdo a survivina 2alfa e a

survivina 3alfa, ambas com modificagdes no intron 2. (Huang et al., 2011).
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A survivina exerce multiplas fungdes no processo biologico celular, tais como
supressdo da apoptose através de mecanismos caspase-dependentes e independentes,
regulacdo da divisdo celular e inducdo da angiogénese. (Tanaka et al., 2000).

Quando comparada a tecidos adultos normais, a survivina apresenta maior expressao
em tecidos tumorais. (Adida et al., 1998). Nas células malignas, o aumento da expressao
dessa proteina ¢ atribuido a uma série de mecanismos moleculares e gendomicos, tais como
amplificacdo génica e desmetilacdo. (Qin et al., 2014). Esta elevacdo estd comumente
associada com aumento do indice de proliferagdo celular e redugdo da apoptose.

A expressdo aberrante da survivina nas células esta implicada na etiologia de diversos
tipos de neoplasias como tumores colorretais, ovarianos, pulmonares nido-pequenas células,
dentre outros. (Altieri, 2001). Além disso, associa-se com progressdo da doenca, resisténcia a
multiplas drogas, piora no progndstico e na expectativa de vida em diversos tumores.
(Margulis et al., 2008; Rosato et al., 2013).

No quadro abaixo, alguns estudos listando a expressdo da survivina em diferentes

tipos de neoplasias:

Quadro 3. Expressdo da survivina em diferentes neoplasias

Céancer Expressao (%) Método Referéncia
Pulméo 83% IHQ (Lu et al., 2004)
Testiculo 100% PCR (Weikert et al., 2005)
Gastrico 76 — 68% IHQ - RTPCR (Liet al.,,2004) " (Yu et al., 2002)
Bexiga 58% THQ (Ku et al., 2004)
Rim 79% THQ (Byun et al., 2007)
Ovario 73,5% IHQ (Cohen et al., 2003)
Pancreas 88% IHQ (Sarela et al., 2002)
Hepatico 41% PCR (Ikeguchi et al., 2002)
Oroesofagico 80% IHQ (Grabowski et al., 2003)
Reto 51% IHQ (Knutsen et al., 2004)
Mama 70,7% IHQ (Tanaka et al., 2000)

THQ: imuno-histoquimica; PCR: rea¢io em cadeia de polimerase; RTPCR: reagdo em cadeia de polimerase em tempo real

Em estudo realizado por Weickert e colaboradores, no qual a expressdo de survivina
foi correlacionada com grau de diferenciagao celular em tumor de testiculo, foi evidenciado
que niveis elevados de survivina estavam associados a maior grau de indiferenciagdo do

tumor. (Weikert ef al., 2005). A alta express@o de survivina ja foi descrita como fator de pior

27



progndstico através da andlise de sobrevida livre de doenca, sobrevida global e recorréncia
local conforme estudos realizados em cancer de bexiga (Ku et al., 2004), reto (Knutsen et al.,
2004), pulmdo (Lu et al., 2004; Oshita et al., 2004; Rosato et al., 2013), estomago (Li et al.,
2004) e pancreas (Sarela et al., 2002). Até o momento ndo hd estudos descrevendo a
expressao da survivina em carcinoma epidermoide de pénis.

Diversos trabalhos tem demonstrado correlagdo entre tumores sélidos e o
polimorfismo da survivina, em especial tumores colorretais, gastricos e uroteliais. (Fukuda e
Pelus, 2006; Margulis et al., 2008). Assim, a survivina parece ser uma ferramenta para

auxiliar na avalia¢do do progndstico de neoplasias malignas.

P16

A expressdo imuno-histoquimica de pl6 tem sido amplamente utilizada como
marcador da presenca de infeccdo por HPV nos carcinomas de células escamosas da cabecga e
pescoco e nos carcinomas de cérvice uterina. (Kreimer et al., 2005). Embora a associagdo do
HPV nos tumores de cabega e pescogo seja um fator progndstico favoravel, o papel desta
infec¢do ainda ndo estd bem definido no CCEP. (Flaherty et al., 2014).

A relagdo entre infeccdo por HPV e o CCEP foi demonstrada em coorte com 57
pacientes descrita por Zargar-Shoshtari. Neste estudo, através de imuno-histoquimica e
hibridizacao in situ para HPV de alto risco, 40% dos pacientes eram positivos para pl6 e 42%
dos pacientes apresentavam HPV, definindo a analise imuno-histoquimica como biomarcador
da infec¢do por HPV. (Zargar-Shoshtari et al., 2016).

Bezerra e colaboradores, em pesquisa realizada na Johns Hopkins Medical Institutions,
identificaram que a positividade do HPV e a expressdo imuno-histoquimica do pl6 estd
associada a presenga do subtipo histologico basaldide e, ainda, a presenca de invasdo
linfovascular. Entretanto, a positividade para HPV nao foi fator preditivo na avaliagdo de
desfecho clinico. (Bezerra et al., 2015).

Tang e colaboradores demonstraram expressao de pl16 positiva em 50% dos pacientes
de sua coorte com 119 individuos. Nao foi identificada relacdo entre a expressdo imuno-
histoquimica de pl6 e grau do tumor, presenca de invasdo linfovascular e linfonodal.
Entretanto, para os pacientes que foram submetidos a linfadenectomia, a recorréncia foi maior

nos que nao expressaram positividade para p16. (Tang et al., 2015).
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Steinestel e colaboradores demonstraram que a expressdo imuno-histoquimica de p16
era inversamente associada a invasdo tumoral embora ndo tenha sido correlacionada com a
presenca de linfonodos positivos ou metastases a distancia. (Steinestel ef al., 2015).

A positividade para pl6 no CCEP pode indicar uma doenga de comportamento local

menos agressiva, mas seu valor como preditor de sobrevida ainda é questionavel.

Ki-67

Ki-67 ¢ uma proteina expressa especificamente na fase G2/M do ciclo celular e esta
envolvida no controle da mitose. E marcador tumoral de proliferacdo celular.

Berdjis e colaboradores reportaram que a expressdo imuno-histoquimica de Ki-67 no
carcinoma de pénis estava associada com tumor localmente avangado, disseminagdo
linfonodal e progressdo clinica da doenca. (Berdjis et al., 2005). Tais achados foram
posteriormente suportados por estudo chinés em pacientes submetidos a penectomia e
linfadenectomia inguinal que também identificou correlacdo entre expressdo imuno-
histoquimica de Ki-67 e metastases linfonodais. (Zhu et al., 2007).

Outros estudos, entretanto, evidenciaram pouco beneficio no uso rotineiro do Ki-67 no
CCEP quando comparado aos critérios clinicos e histopatoldgicos convencionais. (Guimaraes

et al., 2007; Stankiewicz et al., 2012).

PD-L1

A via de morte celular programada-1 (PD-1/PD-L1) estd envolvida no
surgimento/crescimento de diversas células tumorais.(Rabinovich et al., 2007) O PD-L1 na
célula tumoral tem a capacidade de interagir com o receptor PD-1 nas células T citotoxicas
promovendo uma inativacao das mesmas, inibindo assim a resposta imune local. (Keir et al.,
2008).

Diversos estudos avaliando a eficacia da terapia anti-PD-1/PD-L1, também
denominada terapia de inibi¢do imunoldgica, em tumores sélidos ja demonstram bons
resultados. (Brahmer et al., 2015; Motzer et al., 2015; Weber et al., 2015). Sabe-se que a
resposta a terapia imune anti-PD-1 estd diretamente associada a expressdo tumoral de PD-L1.
(Topalian ef al., 2012). Assim, para predizer a resposta tumoral & imunoterapia no CCEP, ¢

fundamental compreender a expressao imuno-histoquimica de PD-L1 nesta doenga.
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Em estudo recente, Udager e colaboradores, em uma coorte de 37 pacientes com
CCEP, demonstraram que a expressao de PD-L1 nas células tumorais estava associada a
presenga de metastases linfonodais e menor sobrevida cancer especifica. (Udager et al.,
2016).

Posteriormente, em uma coorte composta por 116 pacientes portadores de CCEP,
Deng e colaboradores identificaram que cerca de 53,4% dos pacientes apresentavam
coloragdo positiva para PD-L1 e, ainda, que a alta expressdo de PD-L1 pelo tumor estava
associada a pior sobrevida cancer especifica. (Deng et al., 2017).

Até o presente momento, ha poucos estudos avaliando a expressdo de biomarcadores
no CCEP e sua correlagdo com fatores prognosticos. A identificagdo de tais biomarcadores
pode ajudar na melhor estratificagdo de agressividade da doenga, melhor identificagdo de
prognostico e, consequentemente, em melhor ajuste de tratamento, sendo mais agressivo
quando necessario. Compreender melhor a expressdo imuno-histoquimica do PD-L1 no

CCEP podera propiciar novas opg¢des terapéuticas para doenca avancgada.
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HIPOTESE

A expressdo imuno-histoquimica de biomarcadores pode servir como preditor

progndstico no carcinoma de células escamosas de pénis.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Objetivo Geral:
Avaliar o papel preditor de biomarcadores teciduais no CCEP.
Objetivos Especificos:

Verificar a expressdo imuno-histoquimica da survivina, do Ki-67, do p16 e do PD-L1

no CCEP.

Correlacionar a expressao imuno-histoquimica da proteina survivina, do Ki-67, do p16

e do PD-L1 com a sobrevida em 5 anos dos paciente com CCEP.

Correlacionar a expressao imuno-histoquimica da proteina survivina, do Ki-67, do p16

e do PD-L1 com fatores progndsticos estabelecidos no CCEP.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento:

Trata-se de um estudo de biomarcadores, em uma coorte retrospectiva, com individuos
do sexo masculino portadores de CCEP nos quais foi avaliada a expressdo de survivina, de
Ki-67, de pl6 e de PD-L1 por técnica de THQ. Correlagdes foram realizadas de forma

retrospectiva.

Populacao em estudo

Devido a raridade da doenca estudada, este estudo foi realizado com amostra de
conveniéncia. Foram incluidos 40 individuos do sexo masculino submetidos a cirurgia de
penectomia parcial ou total entre 1998 e 2016 no Servigo de Urologia do Hospital Sdo Lucas
da PUC/RS com diagndstico anatomopatologico de CCEP e cujo seguimento clinico tenha
sido realizado no Ambulatorio de Urologia e de Uro-oncologia da mesma institui¢do. Cinco
pacientes foram excluidos do estudo por falta de dados.

Os prontuérios dos pacientes foram revisados para idade, tamanho da lesdo, subtipo
histoloégico, presenga de invasdo linfonodal, realizagdo de cirurgia de linfadenectomia
inguinal, estadiamento patolégico, margens cirargicas, invasdo vascular, invasao perineural e
seguimento pds-operatorio, incluindo 6bito. Para defini¢do da sobrevida global, os pacientes
que ndo tinham registro atualizado de consultas na instituicdo foram contatados por telefone
para informagdes de satide e/ou data de Obito. A avaliagdo de sobrevida global e a coleta de

dados clinicos teve término proposto para final do més de outubro de 2017.

Avaliacao imuno-histoquimica

Laminas foram obtidas de blocos de parafina no Servico de Patologia do HSL e
posteriormente revisadas por um segundo patologista. Foi escolhida area representativa do
tumor e realizada a andlise imuno-histoquimica para reatividade com survivina, Ki67, P16 e

PD-L1.
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Secc¢des de 3 micra em micrétomo rotatério(LEICA RT 2150) de tecidos fixados em
formol neutro tamponado a 10% e embebidos em parafina foram montadas em laminas de
vidro revestidas com silano (3-aminopropilsilano). Apds, as laminas foram desparafinizadas
em estufa histologica (De LEO) na temperatura de 60 graus Celsius por 30 minutos. Para cada
painel foi escolhido e testado, previamente, um controle positivo, utilizando os dados de
dilui¢do dos fabricantes. Seguem as especificagdes dos anticorpos:

- anti-survivina (clone 12C4 do laboratorio DAKO,USA), dilui¢ao 1:50

- Ki67 (clone MIB1, DAKO,USA), diluicao 1:150

-Anti-PDL-1 (clone ZR3,Zeta-corporation), dilui¢ao 1:200

-Anti-P16 (clone G75-405,Zeta-corporation), diluicdo1:100

O processamento foi realizado por sistema automatizado DAKO AUTOSTEINER
LINK 48, contendo os reagentes para coloracdo composto por tampao (wash buffer 20%),
vision flex peroxidase-blocking, flex+mouse, flex-+rabbit, flexHRP.

Apbs o processamento automadtico, as ldminas foram lavadas em agua destilada e
contracoradas com hematoxilina de Harris (1 minuto), aménia (2 minutos), desidratadas em

série de alcool etilico a 90%, clarificadas em xilol e montadas com balsamo do Canada.

Analise de Imunocolorac¢ao

A andlise de imunocoloracdo foi realizada em microscopio Optico Olympus CX 41,
sob magnificacdes de 100x, 200x e 400x por patologista treinado. Para cada anticorpo, foi
padronizada a leitura para posterior analise estatistica:

A avaliagdo da survivina foi feita em, no minimo, dez campos de grande aumento,
tendo sido considerada a porcentagem de células coradas para reatividade citoplasmatica e/ou
em membranas nas células neoplasicas. Foi definido como positiva a expressdo >5% das
células tumorais coradas. Adicionalmente, foi utilizado o escore de intensidade das células
coradas, variando de 0 a +++; sendo que O=nula, += reatividade fraca, ++= reatividade
moderada e +++=reagdo forte. O controle positivo de referéncia foi de parénquima testicular;
o controle negativo foi o proprio tecido epitelial circunjacente ndo neoplésico. Os parametros
utilizados na analise imuno-histoquimica das laminas coradas para survivina foram
previamente definidos por Cohen et al.(Cohen et al., 2003)

A expressdo do Ki-67 foi realizada utilizando aumento de 400X, e pelo menos 500
células foram contadas em campos bem preservados de tumor. O controle foi o tecido da
amigdala. O grau de expressdo foi relatado como porcentagem de células com nucleos

marcados e considerados positivos quando >10%.
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A expressdao imuno-histoquimica do PD-L1 positiva produz coloragdo completa ou
basolateral de qualquer intensidade. O controle utilizado foi amigdala. Foi avaliada por
percentual de membrana e/ou citoplasma positivos. A categorizacdo foi realizada através de
percentual de células tumorais coradas com qualquer intensidade (>1%) em 5 campos de
grande aumento.

A coloragdo positiva para o anti-P16 incluiu a coloragdo nuclear e citoplasmatica por
percentual do volume do tumor. A categorizagao foi realizada através de percentual de células
tumorais coradas definindo positividade quando corado mais de 10% das células (>10%) em

cinco campos de grande aumento. O controle foi tecido de carcinoma de colo uterino.

ETICA

Considerando o delineamento do estudo, hd riscos minimos para os sujeitos da
pesquisa relacionados com este trabalho. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em pesquisa (CEP) do Hospital Sio Lucas da PUCRS — codigo SIPESQ 6945 ¢ os
pesquisadores assinaram o termo de responsabilidade sobre a confidencialidade de dados.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de

Pessoal Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001"
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As figuras a seguir ilustram as coloragdes obtidas na avaliacdo anatomo-patologica
através de técnicas de hematoxilina e eosina e com as imuno-histoquimicas realizadas nos

pacientes com CCEP.

Figura 2: Hematoxilina-eosina no CCEP Grau 2; aumento de 200X

\
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Figura 4: IH para Survivina, marcagdo citoplasmatica;
aumento de 400X

-

Figura 6: IH para Ki67, marcagdo nuclear ;
aumento de 400X
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Figura 7: IH para p16, coloragdo nuclear; aumento 400X

Figura 8: IH para PD-L1, coloracdo de membranas; aumento
400X

200X
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos por mediana e valores minimo e maximo.
Dados categoricos foram apresentados por contagens e percentuais. Comparagdes entre dados
quantitativos foram realizadas pelo teste U de Mann-Whitney e entre dados categoricos pelo
teste exato de Fisher. Adicionalmente foram obtidas curvas de Kaplan-Meier para estimar as
taxas de sobrevida com significancia estatistica pelo teste de log-rank. Medidas de forga de
associagdo baseadas no hazard ratio e com seus respectivos intervalos de confianga foram
estimadas através da regressdo de azares proporcionais de Cox. O nivel de significancia

adotado no estudo foi de alfa=0,05. Os dados foram processados e analisados com o programa
IBM-SPSS versao 22.0.
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RESULTADOS

Caracterizacao da amostra

Dos 35 pacientes analisados, a idade média foi de 64,6 anos com 12,41 anos de desvio
padrdo. Eram da raga branca 33 pacientes. O tamanho médio das lesdes primarias foi de 4cm,
variando de 1,5 a 16cm. Apresentavam acometimento do prepucio 23 pacientes (65,7%), 33
pacientes (94,2%) da glande, 17 pacientes (48,5%) do corpo esponjoso, nove pacientes
(25,7%) do corpo cavernoso e 19 pacientes (54,3%) da uretra. A invasdo perineural foi
detectada em oito pacientes (22,8%) e a invasdo vascular estava presente em cinco pacientes
(14,2%).

O subtipo usual foi diagnosticado em 31 pacientes (88,5%) e o verrucoso em quatro
pacientes (11,5%). Quanto ao grau da lesdo, 13 pacientes (37,2%) apresentavam lesdo grau I,
19 pacientes (54,3%) apresentavam lesdo grau II e apenas trés pacientes (8,6%) apresentavam
lesdo grau II1.

A penectomia parcial foi realizada em 22 pacientes (62,8%) e a penectomia total em
13 pacientes (37,2%). Foi realizada linfadenectomia inguinal superficial e profunda em 15
pacientes (42,8%), sendo o acometimento linfonodal positivo detectado em dez pacientes
(66,6%). Nos pacientes que tiveram a linfadenectomia positiva, o nimero de linfonodos
acometidos variou de um a seis.

Dez pacientes (28,5%) encontravam-se em estadio clinico I, 17 pacientes (48,5%) em
estadio II, trés pacientes (8,5%) em estadio Illa, quatro pacientes (11,4%) em estadio IIIb e
apenas um paciente (2,8%) em estadio IV.

O seguimento médio dos paciente foi de 46,87 meses, variando de 1,12 a 209,54

meses. Dos 35 pacientes, 13 (37,1%) evoluiram ao 6bito no periodo estudado.
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As caracteristicas da populagdo estudada estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas da populag¢io em estudo

Pacientes 35 100%
Brancos 33 94,2%
Negros 02 5,8%

Subtipo
Usual 31 88,5%
Verrucoso 04 11,5%

Local
Prepucio 23 65,7%
Glande 33 94.2%
Corpo Espongioso 17 48,5%
Corpo Cavernoso 09 25,7%
Uretra 19 54,3%

Grau | 13 37,2%

Il 19 54,3%
1] 03 8,6%

Penectomia
Parcial 22 62,8%
Total 13 37,2%

Linfadenectomia 15 42,8%

Analise imuno-histoquimica

A expressdo imuno-histoquimica da survivina foi detectada em nove pacientes
(25,7%). Dos pacientes que expressaram survivina, foram predominantes as lesdes
acometendo glande 9/9 (100%) e prepticio 7/9 (77,7%). Quando considerado o grau do tumor
nos pacientes com expressao positiva da survivina, 2/9 (22,2%) foram lesdes de grau I, 6/9
(66,7%) foram lesdes de grau Il e 1/9 (11,1%) foram lesdes de grau III. Nos pacientes com
acometimento linfonodal, a survivina esteve expressa em 4/13 (30,8%). A analise dos dados

relacionados a expressdo da survivina estd sumarizada na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas clinico-patolégicas de acordo com a expressao da Survivina

Survivina — Survivina + )4
n=26 n=9
Tamanho, cm

Mediana 32 3,8 0,590

Variag¢ao 1,5-10,0 2,0-16,0

Subtipo

Usual 23 (88,5%) 8 (88,9%) 0,732

Verrucoso 3 (11,5%) 1(11,1%)

Grau

I 11 (42,3%) 2 (22,2%) 0,741

I 13 (50,0%) 6 (66,7%)

111 2(7,7%) 1(11,1%)

Estadio Clinico

Localizado 21 (80,8%) 6 (66,7%) 0,648

Avangado 5(19,2%) 3(33,3%)
Invasdo Perineural 6(23,1%) 2 (22,2%) 0,670
Invasdo Vascular 4 (15,4%) 1(11,1%) 0,617
Linfonodo + 9 (34,6%) 4 (44,4%) 0,698
Ki67 > 10 10 (38,5%) 5 (55,6%) 0,451
plé+ 9 (34,6%) 4 (44,4%) 0,540
PD-L1 + 13 (50,0%) 5 (55,6%) 0,540

A mortalidade observada no grupo que expressava survivina foi significativamente
superior com um hazard ratio de 3,73 e intervalo de confianga de 95% variando de 1,25 a
11,12 com significancia estatistica e p=0,0/8. Para a sobrevida aos 60 meses, 71,8% dos
pacientes survivina negativa estavam vivos, ja para os pacientes considerados positivos para

expressdo da survivina, apenas 12,5% estavam vivos; conforme sumarizado na Figura 10.
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Figura 10. Expressdo da Survivina X Sobrevida em 60meses
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A expressdo imuno-histoquimica do Ki67 para avaliagdo do indice mitdtico foi
considerada positiva (Ki67>10%) em 15 pacientes (42,8%). Foram predominantes as lesdes
acometendo glande 14/15 (93,3%) e uretra 10/15 (66,6%). Quando considerado o grau do
tumor, eram lesdes de grau I em 4/15 (26,6%), lesdes de grau I em 8/15 (53,3%) e lesdes de
grau III em 3/15 (20%). Nos pacientes com acometimento linfonodal, o Ki67 foi considerado
positivo em 6/13 (46,2%). Houve uma tendéncia a correlacdo entre tumores de alta
celularidade (expressdao de Ki67>10%) apresentarem-se como lesdes de maior tamanho
(medianas de 4,0cm para Ki67>10% X 2,5cm para Ki67<10% com p=0,055). Também houve
tendéncia a tumores de alta celularidade (expressdo de Ki67>10%) serem lesdes de alto grau
(grau I e IIT 73,3% X 55% grau II para o grupo Ki67<10% com p=0,062).

A analise dos dados relacionados a expressao do Ki67 estd sumarizada na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas clinico-patolégicas de acordo com a expressao do Ki67

Ki67 < 10 Ki67 > 10 P
n=20 n=15
Tamanho, cm
Mediana 2,55 4,0 0,055
Variagdo 1,5-16,0 1,7-10,0
Subtipo
Usual 18 (90,0%) 13 (86,7%) 0,581
Verrucoso 2 (10,0%) 2 (13,3%)
Grau
I 9 (45,0%) 4 (26,7%) 0,062
I 11 (55,0%) 8(53,3%)
I 0 3 (20,0%)
Estadio Clinico
Localizado 17 (85,0%) 10 (66,7%) 0,246
Avangado 3 (15,0%) 5(33,3%)
Invasdo Perineural 3 (15,0%) 5(33,3%) 0,246
Invasdo Vascular 1 (5,0%) 4 (26,7%) 0,141
Linfonodo + 7 (35,0%) 6 (40,0%) 0,518
Survivina + 4 (20,0%) 5(33,3%) 0,451
pl6 + 6 (30,0%) 7 (46,6%) 0,481
PD-L1+ 6 (30,0%) 12 (80,0%) 0,006

Na avaliacdo da taxa de mortalidade expressa através da sobrevida aos 60 meses nao
houve significancia estatistica entre os grupos na andlise da expressdo do Ki67. Para o grupo
considerado positivo, a sobrevida foi de 45% aos 60 meses, ja para o grupo considerado
negativo, foi de 55%, com hazard ratio de 1,66 e intervalo de confianca de 95% variando de

0,56 a 4,98 para um p=0,362. Estes dados foram demonstrados na Figura 11.
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Figura 11. Expressao do Ki67 X Sobrevida em 60meses
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A expressdo imuno-histoquimica do pl16 foi considerada positiva em 13 pacientes
(37,1%). Foram predominantes as lesdes acometendo glande 13/13 (100%), uretra 9/13
(69,2%) e prepucio 8/13 (61,5%). Quando considerado o grau do tumor, eram lesdes de grau I
3/13 (23,1%), lesdes de grau II 8/13 (61,5%) e lesdes de grau III 2/13 (15,4%). Nos
pacientes com acometimento linfonodal, esteve expressa em 5/13 (38,5%).

A analise dos dados relacionados a expressao do p16 esta sumarizada na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracteristicas clinico-patolégicas de acordo com a expressao do p16

p16 - pl6 + p
n=22 n=13
Tamanho, cm
Mediana 32 3,5 0,682
Variagdo 1,5-10,0 1,7-16,0
Subtipo
Usual 19 (86,4%) 12 (92,3%) 0,522
Verrucoso 3 (13,6%) 1(7,7%)
Grau
I 10 (45,5%) 3(23,1%) 0,297
I 11 (50,0%) 8 (61,5%)
I 1 (4,5%) 2 (15,4%)
Estadio Clinico
Localizado 16 (72,7%) 11 (84,6%) 0,680
Avangado 6(27,3%) 2 (15,4%)
Invasdo Perineural 4 (18,2%) 4 (30,8%) 0,626
Invasdo Vascular 3 (13,6%) 2 (15,4%) 0,626
Linfonodo + 6 (27,2%) 7 (53,8%) 0,552
Survivina + 5(22,7%) 4 (30,8%) 0,689
Ki67 > 10 8 (36,4%) 7 (53,8%) 0,481
PD-L1+ 8 (36,4%) 10 (76,9%) 0,035

Na avaliacdo de sobrevida aos 60 meses, ndo houve significancia estatistica entre os
grupos que expressaram pl6 e que ndo o expressaram. Para o grupo que expressou pl6, a
sobrevida aos 60 meses foi de 43,9% e para o grupo que nio expressou foi de 55,4%. O
hazard ratio foi 1,52 com intervalo de confianga de 95% variando de 0,50 a 4,62 com

p=0,458. Estes dados foram expressados na Figura 12.

45



Figura 12. Expressdo do p16 X Sobrevida em 60meses
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A expressdao imuno-histoquimica do PD-L1 foi considerada positiva em 18 pacientes
(51,4%). Foi predominante nas lesdes acometendo glande 17/18 (94,4%) e uretra 13/18
(72,2%), seguido por prepucio e corpo esponjoso ambos com 11/18 (61,1%) dos pacientes.
Quando considerado o grau do tumor, eram lesdes de grau I em 4/18 (22,2%), lesdes de grau
ITem 11/18 (61,1%) e lesdes de grau Il em 3/18 (16,6%). Nos pacientes com acometimento
linfonodal, esteve expressa em 9/13 (69,2%).

Na andlise estatistica, os pacientes que expressavam positivamente o PD-LI
apresentaram tumores de maior tamanho, representados através da mediana (4,25cm X 2,6cm)
com um p=0,027. Os CCEP com expressdao de PD-L1 foram lesdes de maior celularidade,
evidenciado pela correlagdo positiva de PD-L1 com Ki67>10% em 80% dos pacientes
(p=0,0006). Houve, ainda, significancia estatistica nas lesdes com positividade de PD-L1 com
a expressao de p16 (p=0,002).

Nos pacientes com PD-L1 positivo, houve uma tendéncia a apresentar tumores de alto

grau; estes apresentaram lesdes grau Il e Il em 77,8% dos casos, ao passo que apenas 22,2%
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possuiam lesdes grau I. O PD-L1 foi expresso em todos pacientes com CCEP grau III —
p=0,061.

Nao foi identificada diferenca estatisticamente significante entre os grupos PD-L1 e a
presenca de invasdo vascular e invasdo perineural, apesar de serem mais prevalentes no grupo
PD-L1 positivo. A invasdo perineural foi detectada em 33,3% dos PD-L1 positivos e em
apenas 11,8% dos PD-L1 negativos (p=0,228). A invasdo vascular foi detectada em 22,2%
dos PD-L1 positivos e em apenas 5,9% dos PD-L1 negativos (p=0,338).

A analise dos dados relacionados a expressao do PD-L1 estd sumarizada na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas clinico-patolégicas de acordo com a expressao do PD-L1

PD-L1- PD-L1 + P
n=17 n=18
Tamanho, cm
Mediana 2,6 4,25 0,027
Variagdo 1,5-5,5 1,7-16,0
Subtipo
Usual 14 (82,4%) 17 (94,4%) 0,338
Verrucoso 3 (17,6%) 1 (5,6%)
Grau
I 9 (52,9%) 4 (22,2%) 0,061
11 8 (47,1%) 11(61,1%)
11 0 3 (16,7%)
Estadio Clinico
Localizado 14 (82,4%) 13 (72,2%) 0,691
Avangado 3 (17,6%) 3 (16,6%)
Invasdo Perineural 2(11,8%) 6 (33,3%) 0,228
Invasdo Vascular 1 (5,9%) 4 (22,2%) 0,338
Linfonodo + 4 (23,5%) 9 (50,0%) 0,164
Ki67 > 10 3 (17,6%) 12 (66,7%) 0,006
pl6 + 3 (17,6%) 10 (55,5%) 0,035
Survivina + 4(23,5%) 5(27,8%) 0,009

Na avaliacdo de sobrevida aos 60 meses, ndo houve significancia estatistica entre os
grupos que expressaram PD-L1 e que ndo o expressaram. No grupo que expressou PD-L1, a
sobrevida aos 60 meses foi de 42,6% e para o grupo que nio expressou foi de 59,2%. O
hazard ratio foi 2,13 com intervalo de confianga de 95% variando de 0,67 a 7,71 com

p=0,199. Estes dados foram expressados na Figura 13.
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Figura 13. Expressao do PD-L1 X Sobrevida em 60meses
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A Figura 14 representa a associagdo de marcadores tumorais com a ocorréncia de
obito em pacientes com CCEP. Os resultados sdo expressos em hazard ratios e seus
respectivos intervalos de confianga e significancia estatistica (p) obtidos em modelo de

regressao de Cox.

Figura 14. Associagdao dos marcadores tumorais com a ocorréncia de 6bito em pacientes com CCEP

HR (1C95%) Valor p
PD-L1 - o HR=2,13 (0,67 — 6,71) 0,199
P16 - = HR=1,52 (0,50 - 4,62) 0,458
Ki-67 - = HR=1,66 (0,56 - 4,98) 0,362
Survivina - = HR=3,73 (1,25 -11,12) 0,018
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DISCUSSAO

Este estudo tem como objetivo avaliar potenciais biomarcadores no cancer de pénis.
Até o presente momento, nenhum marcador sérico provou ser clinicamente util no CCEP.

Neste estudo, a survivina foi expressada em cerca de 25% dos pacientes com CCEP.
Os pacientes que foram considerados positivos para a expressdo de survivina apresentaram
lesdes maiores quando comparados aos que foram considerados negativos. Para todos os
pacientes, independentemente da expressdo da survivina, o subtipo usual foi o mais presente.
Quando considerado o grau do tumor, as lesdes de grau I e II foram predominantes nos
pacientes que ndo expressaram a survivina, ao passo que nos pacientes que tiveram expressao
positiva da mesma houve predomindncia de tumores de alto grau (lesdes de grau II). A
presenca de invasdo perineural e de invasdo vascular, dois fatores sugestivos de maior
agressividade da doenca foi semelhante tanto no grupo que expressou a survivina quanto no
que ndo expressou.

Na andlise estatistica dos dados dos pacientes em relagdo a survivina, ndo foram
encontradas caracteristicas clinicas que pudessem ser correlacionadas como fatores de risco
isolados para maior agressividade da doenga. Entretanto, para os pacientes que expressavam a
survivina, a taxa de mortalidade foi significativamente maior, com um hazard ratio de 3,73
(variando de 1,25 a 11,2, intervalo de confianca de 95%) e uma diferenca impactante no
acompanhamento aos 60 meses conforme demonstrado na Figura 10. Estes achados
corroboram os resultados previamente descritos na literatura sobre a expressdo da survivina
conferir pior progndstico e sobrevida em outras neoplasias, tal como descrito no trabalho de
Lu e colaboradores em cancer de pulmao ndo pequenas células. (Lu et al, 2004). Assim,
embora a survivina seja expressa em apenas Y dos pacientes com CCEP, esta parece ser
promissora na identificagdo dos pacientes com pior prognodstico e ser sinalizadora da
necessidade de terapias mais agressivas no tratamento do CCEP.

No presente estudo, 37% dos pacientes apresentaram positividade para p16, achados
préoximos aos encontrados em estudos prévios. (Tang et al., 2015; Zargar-Shoshtari et al.,
2016). Nenhuma das varidveis estudadas e consideradas como fatores de risco para pior
prognostico e ou para obito no CCEP apresentaram significancia na andlise estatistica nas
correlagdes com a expressdo do pl6. A relagcdo entre HPV, expressdo de pl6 e o CCEP ¢
bastante variavel na literatura e ndo ha dados consistentes correlacionando a positividade do
pl16 com fatores de risco para agressividade no CCEP. (Bezerra et al., 2015; Steinestel et al.,

2015; Tang et al., 2015).
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Em relacdo ao Ki67, houve uma tendéncia a apresentar lesdes maiores nos pacientes
que tiveram expressao positiva (Ki67>10%) com tamanho mediano de 4,0cm. J4 nos paciente
com Ki67<10% o tamanho mediano da lesdo foi de 2,55cm, com um p=0,055. Ainda,
observou-se que a positividade na expressao do Ki67 esteve mais relacionada com lesdes de
grau II e grau III (73,3% dos pacientes com Ki67>10%) ao passo que para os pacientes com
expressdo de Ki67<10% (considerada negativa) 45% apresentavam lesdes de grau I e 55%
lesdes de grau 11, com p=0,062. Tais achados, embora sem apresentar significancia estatistica,
corroboram com alguns estudos previamente descritos na literatura. (Berdjis et al., 2005; Zhu
et al.,2007).

Neste estudo, cerca de 50% dos CCEP foram PD-L1 positivos, o que estd de acordo
com os achados prévios da literatura. (Udager et al., 2016). Os CCEP que apresentaram
positividade para PD-L1 foram predominantemente lesdes do subtipo usual. Estes tumores
PD-L1 positivos apresentaram significancia estatistica com fatores de risco para doenga de
maior agressividade clinico-patoldgica, sendo tumores maiores do que os CCEP PD-L1
negativos e com maior celularidade. Os CCEP com positividade de PD-L1 tiveram correlagao
estatistica com a expressdo de pl6 e este esteve presente em cerca de 55% dos PD-L1
positivos, o que sugere haver uma relagdo com a presenca de HPV. Estes achados
correlacionando PD-L1 e pl6 encontram-se em discorddncia com estudo previamente
publicado por Ottenhof e colaboradores. (Ottenhof et al., 2017). Na amostra deste estudo,
houve uma tendéncia a expressdo de PD-L1 estar associada a tumores de alto grau, sem
entretanto apresentar significincia estatistica. Também ndo foi identificada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos PD-L1 e a presenca de invasdo vascular e
invasdo perineural, entretanto ambas estiveram mais frequentes no grupo que expressou PD-
L1. Embora ndo tenha atingido significancia estatistica, houve uma relacdo maior que duas
vezes no acometimento linfonodal dos pacientes que expressavam PD-L1 (69,2% dos
pacientes com acometimento dos linfonodos possuiam PD-L1 positivo e apenas 30,8%
apresentaram linfonodos acometidos com PD-L1 negativo). Também ndo houve significancia
estatistica na andlise da sobrevida em 60 meses dos pacientes com expressdao de PD-L1.

Conforme resultados de estudos anteriores na avaliacdo da resposta a terapia imune
com anti-PD-L1 em diferentes tumores, os quais sugerem que a positividade na expressao de
PD-L1 pelas células tumorais pode estar relacionada a maiores taxas de resposta ao
tratamento, (Borghaei et al., 2015; Brahmer et al., 2015; Motzer et al., 2015; Robert et al.,
2015) parece haver uma possibilidade de uma parcela dos CCEP serem suscetiveis a terapias

imunes envolvendo anti-PD-L1.
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LIMITACOES

Este estudo apresenta limitagdes inerentes a um estudo retrospectivo no que tange a
selecdo dos pacientes e obtencdo de todos os dados das varidveis pesquisadas. Apresenta
ainda tamanho limitado da amostra devido a raridade da condi¢do estudada em nosso meio.
Ainda, a andlise de IHQ foi realizada em blocos de parafina, o que pode, eventualmente,
impactar na analise de alguns biomarcadores.

Diversas varidveis na avaliagdo IHQ podem interferir diretamente nos resultados
encontrados, tais como o uso de diferentes pontos de corte para considerar as leituras das
laminas como positivas ou negativas, uso de diferentes anti-corpos, a variacdo inter-

examinador na analise das laminas.
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CONCLUSAO

De acordo com os achados no presente estudo, a survivina parece ser um potencial
biomarcador para agressividade no CCEP visto que esteve associada a maior taxa de
mortalidade. Assim, a expressdo imuno-histoquimica positiva para survivina nos pacientes
com CCEP pode justificar o emprego de tratamentos mais agressivos na apresentacao inicial
da doenga e, ainda, ajudar na sele¢do dos pacientes candidatos realizacdo de linfadenectomias.

Os achados em relag@o a expressdo de PD-L1 no CCEP permitem sugerir que hd uma
tendéncia a maior agressividade nos pacientes com CCEP com PD-L1 positivo. Entretanto,
ndo houve uma associagdo direta com maior taxa de mortalidade nestes pacientes. Sabe-se
que a positividade na expressdo de PD-L1 pelas células tumorais pode estar relacionada a
maiores taxas de resposta a terapia imune com anti-PD-L1. Como existe expressao de PD-L1
no CCEP, parece haver uma possibilidade de uma parcela dos CCEP ser suscetivel a terapias
imunes envolvendo anti-PD-L1. Assim, tais achados fornecem dados clinicos para realizagao
de novos e maiores estudos para avaliacdo de terapias imunes anti-PD-L1 no tratamento do

CCEP.
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» 8
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Sistema de Pesquisas da PUCRS PROPESQ
PUC
Codigo SIPESQ: 6945 Porto Alegre, 16 de novembro de 2015.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comisséo Cientifica da FACULDADE DE MEDICINA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "ANALISE DA
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ESCAMOCELULAR DE PENIS" coordenado por GUSTAVO FRANCO
CARVALHAL. Caso este projeto necessite apreciagdo do Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) e/ou da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA),
toda a documentag¢édo anexa deve ser idéntica & documentacgédo enviada ao
CEP/CEUA, juntamente com o Documento Unificado gerado pelo SIPESQ.

Atenciosamente,

Comisséo Cientifica da FACULDADE DE MEDICINA
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Abstract

Background: Penile squamous cell carcinoma (PSCC) is a rare urological
malignancy with higher incidence in developing countries. Treatment options include
surgery, radiation therapy, and systemic chemotherapy. However, effective
treatments for advanced disease are lacking. To understand the biology underlying
PSCC from endemic regions may help the development of new therapeutic
strategies.

Objectives: To evaluate immunohistochemical expression of PD-L1 and p16 in
PSCC and its association with clinico-pathological features and outcome.

Design, setting and participants: A cohort of 40 patients with PSCC from an
academic institution in Brazil was analyzed. Clinico-pathological features and
outcomes were retrospectively collected. PD-L1 and p16 immunohistochemical
expression were performed in FFPE from PSCC. PD-L1 was considered positive with
any staining in more than 1% of tumor and p16 was defined as positive with any
staining in more than 10%.

Outcomes measurements and statistical analysis: Associations were performed
using Mann-Whitney U test and Fisher's exact test. Kaplan-Meier curves were used
to estimate survival rates with log-rank

Results and limitations: Forty patients undergoing partial or total penectomy were
selected. Five were excluded, 4 due to lack of data and 1 no tumor available. Out of
35, 18 (51.4%) were considered PD-L1 positive (PD-L1+). PD-L1+ were associated
with larger tumors, (p=0.027). There was an association between PD-L1+ and p16

expression (p=0.002). PD-L1+ was more frequent in grade Il and Il than grade |
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(77.8% vs. 22.2%) and PD-L1 was expressed in all patients with grade Ill. Lymph
node involvement was associated with PD-L1 expression (69.2% PD-L1+ vs. 30.8%
PD-L1-). 5-year mortality was 37.1%. Mean follow-up was 46.87 months.
Conclusion: PD-L1 expression appears to be associated with p16 expression, larger
tumors and worse clinical outcomes in PSCC from an endemic region.

Patient summary: PD-L1 and p16 expression relationship with risk factors and 5-
year survival was analyzed in PSCC. PD-L1+ is associated with worse outcomes and

may provide clinical data for new studies to evaluate anti-PD-L1 immune therapies

INTRODUCTION

Penile squamous cell carcinoma (PSCC) is a rare and aggressive malignancy,
which carries a major psychological impact.” In United States, 2,080 men were
diagnosed with PSCC in the year of 2018, representing less than 0.4% of male
malignancies, and 410 patients died from the disease. In contrast, PSCC is relatively
common in developing countries affecting low income, and non-circumcised males.?
In Brazil, this tumor represents 2% of all mens’s cancer and are more frequent in the
North and Northeast regions.® In this endemic areas two thirds of patients are
diagnosed with advanced disease (T2 or higher) resulting in a higher risk of local or
systemic metastasis.

Worldwide, PSCC has a recurrence rate of about 29% and lymph node
metastases are found in 28-39% depending upon the extent and grade of the tumor.®
In a large series, stage | cases have an estimated 10-year survival of 89%.* In
contrast, only 21% of metastatic PSCC are alive at 2—years.4; ° Effective therapeutic

options for advanced penile cancers are lacking, partially due to the poor
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understanding of the biology and genomic alterations that underlie the tumor
development and progression.

Human papilloma virus (HPV) infection has been associated with the
development of penile cancer in approximately 30-80% of the cases. Subtypes 6 and
11 are most often related to genital warts with low dysplasia. Subtypes 16, 18, 31
and 33 are associated with in situ carcinoma or invasive disease, with 16 being the
most prevalent subtype and also detected in metastases of penile carcinoma.® p16
overexpression has been widely used as a surrogate marker for HPV infection in
head and neck squamous cell carcinoma and uterine cervical cancers and penile
cancers.” 8 The role of HPV infection as a prognostic factor in penile cancer remains
unclear in developing countries.’

PD-1 is a co-inhibitory receptor present on CD8-positive cytotoxic T cells and
interacts with its ligand PD-L1 on tumor cell membranes resulting in suppression of
T-cell activation and proliferation, and thereby, dampening of the host anti-tumor
immune response.° Inhibiting the PD-1/PD-L1 immune checkpoint pathway should
augment tumor cell killing by cytotoxic T cells.

Several studies have shown that PD-L1 positive expression is associated with
adverse clinic-pathological features and worse outcome in other malignancies, like
renal-cell carcinoma and bladder cancer.""'? Furthermore, PD-L1 expression may be
a biomarker to predict oncological outcome and treatment response.’ '

In this study, we sought to characterize the immunohistochemical (IHC)
expression of PD-L1 and p16 in PSCC from an endemic region and evaluate its

association with clinico-pathological features and outcome.

PATIENTS AND METHODS
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A cohort of 40 patients who performed partial or total penectomy between
1998 and 2016 at Sao Lucas Hospital of PUCRS were retrospectively selected. This
is an academic hospital in the south of Brazil which is a referral center for PSCC
treatment. Five out of 40 patients were excluded from the study, 4 due to lack of
clinical data and 1 no tumor specimens were available.

Patients' medical records were retrospectively reviewed using standard
templates. Clinico-pathological characteristics, such as age, size, histological
subtype, presence of lymph node invasion, inguinal lymphadenectomy surgery,
pathological staging, surgical margins, vascular invasion, perineural invasion and
postoperative follow-up, including death were retrieved. Clinical outcome were also
collected. Five-year survival was defined as date from diagnosis until 60 months after
it. To define survival rate, patients who did not have updated records of consultations
at the institution were contacted by telephone for health information and/or date of

death. The last follow up information was obtained in October 2017.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Formalin-fixed paraffin embeded (FFPB) were obtained from the Pathology
department. Specimens were analyzed by the HSL/PUCRS Pathology Department.
Slides from a representative area of the tumor was prepared and the
immunohistochemical analysis for PD-L1 and p16 was performed.

PD-L1 expression was retrospectively evaluated by IHC using the monoclonal
anti-PD-L1 (colne ZR3, zeta-corporation) on the DAKO autostainer sistem. The IHC
expression of PD-L1 was evaluated by percentage of membrane and/or cytoplasm
stained and was considered positive with any staining in more than 1% of tumor cell

membrane.
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Immunohistochemistry for p16 was also performed using the DAKO
autostainer system using anti-p16 (clone G75-405, zeta-corporation). Expression for

p16 was defined as negative if positivity was lower than 10%.

STATISTICAL ANALYSIS

Quantitative data were described by median and minimum and maximum
values. Categorical data were presented by counts and percentages. Comparisons
between quantitative data were performed by the Mann-Whitney U test and
categorical data by Fisher's exact test. Additionally, Kaplan-Meier curves were
obtained to estimate the survival rates with statistical significance by the log-rank
test. Association strength measures based on the hazard ratio and their respective
confidence intervals were estimated using Cox proportional hazards regression. The
level of significance adopted in the study was alpha=0.05. Data was processed and

analyzed with IBM-SPSS software version 22.0.

RESULTS

PATIENT CHARACTERISTICS

Patient characteristics are summarized in Table 1. Briefly, mean age was 64.6
years with 12.4 years of standard deviation (SD). Mean size of the primary lesions
was 4.0cm, ranging from 1.5 to 16cm. Of the 35 patients, 13 (37.1%) died during the
study period. Mean follow-up of the patients was 46.87 months, ranging from 1.12 to

209.54 months.
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PD-L1 EXPRESSION

Of the 35 primary penile PSCC tumors examined, 18 (51.4%) were considered
PD-L1+ (Figure 1). Percentage of tumor cell membrane staining ranged from 1% to
80%. Clinico-pathologic characteristics of PD-L1+ and PD-L1 negative (PD-L1-)
primary PSCC are presented in Table 2. PD-L1+ was predominant in lesions
affecting glans (94.4%) and urethra (72.2%). Considering tumor grade, were grade |
in 22.2%, grade Il in 61.1% and grade Il in 16.6%. PD-L1 was expressed in 69% of
the patients with lymph node involvement.

PD-L1+ patients presented larger tumors, with median 4.25cm (p=0.027).
There was statistical correlation between PD-L1+ and p16 expression (p=0.002).
Patients with PD-L1+ had a trend to present high-grade tumors, grade Il and Il in
77.8% of the lesions vs. 22.2% grade |. PD-L1 was expressed in all patients with
grade Il PSCC (p=0.061). There was a two-fold relationship in lymph node
involvement of patients who expressed PD-L1 (69.2% of patients with lymph node

involvement had PD-L1+ and only 30.8% had lymph nodes involvement with PD-L1-).

p16 EXPRESSION

Immunohistochemical expression of p16 was considered positive in 13
patients (37.1%) (Figure 3). Tumor was predominating on glands in 100% of the
patients, on urethra in 69.2% and on foreskin in 61.5%. Considering tumor grade,
were grade | in 23.1%, grade Il in 61.5% and grade Ill in 15.4%. p16 was expressed
in 38.5% of patients with lymph node involvement. Clinico-pathologic characteristics

of p16 expression on PSCC are presented in Table 3.
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SURVIVAL OUTCOMES

No statistically significant differences on survival at 5-year was observed
according to PD-L1 expression. The 5-year survival in PD-L1+ was 42.6% vs. 59.2%
in PD-L1-. The hazard ratio (HR) was 2.13 with 95% confidence interval ranging from
0.67 to 7.71 (p=0.199) - Figure 2.

Similarly, no statistically significant differences on survival at 5-year was
observed according to p16 expression. The 5-year survival in p16+ was 43.9% vs.
55.4% in p16-. The hazard ratio (HR) was 1.52 with 95% confidence interval ranging

from 0.50 to 4.62 (p=0.458) - Figure 4

DISCUSSION

Advanced PSCC is a rare and fatal malignancy with limited treatment options
including surgery, radiation therapy, and systemic chemotherapy. However, available
therapies have not resulted in meaningful clinical benefit.'®> A challenge in developing
novel systemic strategies for advanced penile cancer is the limited understanding of
the oncogenic drivers of disease.

Important differences in terms of risk factors have been identified across
distinct populations. In developed countries PSCC is more common in regions with a
higher prevalence of HPV (HPV-16 and HPV-18). Conversely, PSCC is associated
with poor hygiene habits, tobacco use and maybe sexual behavior, such as sex with
animals that is common in rural areas in Brazil. Understanding the diversity of PSCC

biology and possible correlation to clinico-pathologic characterization may help to
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define the role of HPV infection in the oncogenesis of PSCC, especially in a
population from a developing country.

Recently, PD-L1 immunotherapy has been approved to be used in renal-cell
carcinoma and bladder cancer.” ' Immunotherapy has been studied in few trials
enrolling PSCC patients (NCT02837042 and NCT02834013). Encouraging data has
been published in a case report of a patient with chemoradiation-refractory advanced
PSCC using nivolumab, presenting partial response with reduction of lymph node
metastasis.” It has been reported that the response to anti-PD-1 therapy is
correlated with PD-L1 tumor expression.®

Recently, Udager and colleagues were among the first to report the PD-L1
expression in a cohort of 37 patients with PSCC. The PD-L1 expression was 62.2%
of the PSCC. Despite the small size of the sample, they found that PD-L1 expression
was mainly found in the usual type histology and was associated with regional lymph
node metastasis and decreased cancer specific survival (CSS)." They also found
that among the warty and verrucous type histology, both with typically better
outcomes, none expressed PD-L1. Similarly, our study has shown a non-statically
significant association between higher tumor grade and PD-L1 expression.
Interestingly, in their study, 9 patients with matched primary and metastatic PSSC
had a strong correlation of PD-L1 expression.

In a retrospective multi-center study, Deng and colleagues evaluated the
expression of PD-L1 in both tumor cells and tumor infiltrating lymphocytes (TIL) in a
cohort of 116 patients. They found that 53.4% of the patients had positive expression
of PD-L1 and that higher PD-L1 expression was associated with shorter CSS and

increased CD8+ TIL.%°
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In addition, a retrospective cohort evaluating 213 patients, found that 48%
were considered PD-L1+ using the same cut-off for positivity (more than 1% of tumor
cell staining). PD-L1+ was significantly correlated with tumor grade of differentiation.
In this study they also analyzed the pattern of expression of PD-L1 and 62% had a
marginal expression and 38% has a diffuse pattern. The diffuse expression was
associated with lymph node metastases and poor survival. Of the PD-L1+ patients,
82% were negative for HPV infection.?" It is important to note that all patients came
from developed countries.

In our study approximately 51.4% of the PSCC were PD-L1+. Predominat
histology was the usual subtype. PD-L1+ tumors presented statistical significance
with risk factors for disease of greater clinico-pathological aggressiveness and were
larger than those with PD-L1-. We also found that PSCC PD-L1+had a statistical
correlation with p16 expression. p16 expression on this study is in contrast to those

previously published by Ottenhof et al.?’

There was a trend toword PD-L1 expression
and high-grade tumors as found in previous studies.'® 2" Although no statistical
significance, there was a two-fold relationship in lymph node involvement in PD-L1+
group (69.2% vs. 30.8%). No differences were identified between the PD-L1 groups
and the presence of vascular invasion and perineural invasion, both known as risk
factors of aggressiveness in PSCC. No statistical significance in the analysis of 60-
month survival of patients with PD-L1 expression was detected.

Two recent publications have outlined the genomic landscape of PSCC' %,
providing a rationale for targeted agents working in this disease. Key molecular
alterations in PSCC are loss of heterozygosity at CDKNZ2A, alterations of TP53, and

high levels of EGFR overexpression suggesting that this signaling pathway may play

an important role in PSCC carcinogenesis and tumor progression. Molecular studies
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from endemic countries to assess whether the biology is distinct, particularly in light
of HPV status are warranted.

Our study has several limitations. First, PSCC is a very rare disease and we
evaluated a small cohort of patients. In addition the retrospective nature of analysis
may affect the results. Furthermore, differences in choice of antibody, scoring method
and cut-off values may impact the immunohistochemical analysis and outcomes. In
addition, considering the small group size for patients with PD-L1+ and a small
number of deaths, a multivariate analysis may not properly adjust the association of
PD-L1 expression and clinical outcomes. Moreover, the relatively short follow-up
period may influence the correlation of PD-L1 expression and survival.

According to previous studies evaluating the response to anti-PD-L1 immune
therapy in different tumors'® 2% 2% 24 the positivity in PD-L1 expression by tumor cells
may be related to higher treatment response rates. There appears to be a possibility
that some PSCC are susceptible to immune therapies involving anti-PD-L1.

In conclusion PD-L1 expression appears to be associated with p16
expression, larger tumors, higher proliferative rate and worse clinical outcomes in
PSCC from developing countries. It provides a rational and opens new avenues for

the investigation PD-1/PD-L1 inhibitors in the advanced disease.
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Tabela 1. Patients characteristics

Patients 35 100%
White 33 94.2%
Black 02 5.8%

Subtype

Usual 31 88.5%
Verrucoso 04 11.5%
Local
Foreskin 23 65.7%
Glans 33 94.2%
Corpus Spongiosum 17 48.5%
Corpus Cavernosum 09 25.7%
Urethra 19 54.3%
Grade | 13 37.2%
Il 19 54.3%
11 03 8.6%
Penectomy
Parcial 22 62.8%
Total 13 37.2%
Linfadenectomy 15 42.8%
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Table 2: Clinicopathologic characteristics according to PD-L1expression in PSCC

PD-L1 - PD-L1 + P
n=17 n=18
Size, cm
Median 2.6 4.25 0.027
Range 1.5-55 1.7-16.0
Subtype
Usual 14 (82.4%) 17 (94.4%) 0.338
Verrucous 3(17.6%) 1(5.6%)
Grade
I 9 (562.9%) 4 (22.2%) 0.061
Il 8 (47.1%) 11 (61.1%)
1 0 3 (16.7%)
Clinical Stage
Localized 14 (82.4%) 13 (72.2%) 0.691
Advanced 3 (17.6%) 3 (27.8%)
Perineural Invasion 2(11.8%) 6 (33.3%) 0.228
Vascular Invasion 1(5.9%) 4 (22.2%) 0.338
Lymphnode + 4 (23.5%) 9 (50.0%) 0.164
p16+ 3(17.6%) 10 (55.5%) 0.035

Table 3: Clinicopathologic characteristics according to p16 expression in PSCC

p16 - p16 + P
n=22 n=13
Size, cm
Median 3.2 3.5 0.682
Range 1.5-10.0 1.7-16.0
Subtype
Usual 19 (86.4%) 12 (92.3%) 0.522
Verrucous 3 (13.6%) 1(7.7%)
Grade
I 10 (45.5%) 3 (23.1%) 0.297
Il 11 (50.0%) 8 (61.5%)
1 1 (4.5%) 2 (15.4%)
Clinical Stage
Localized 16 (72.7%) 11 (84.6%) 0.680
Advanced 6 (27.3%) 2 (15.4%)
Perineural Invasion 4 (18.2%) 4 (30.8%) 0.433
Vascular Invasion 3 (13.6%) 2 (15.4%) 0.626

Lymphnode + 6 (27.2%) 7 (53.8%) 0.552




PD-L1+ 8 (36.4%) 10 (76.9%)

0.035

Figure 1: PD-L1 positive membranous staining, 200x

Figure 2: Overall Survival and PD-L1 expression
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Figure 3: p16 positve nuclear staining, 400x

Figure 4: Overall Survival and p16 expression
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