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RESUMO

Introducdo: O cancer de pénis € uma doenca rara e com elevada morbi-mortalidade, atingindo
preferencialmente regides socioeconémicas menos favorecidas. O diagnéstico e seu perfil
prognostico € definido através de exames morfologicos e a cirurgia ainda é o principal
tratamento. Objetivo: Caracterizar o perfil clinico-histopatoldgico, imunohistoquimico e de
infeccdo pelo papilomavirus humano em pacientes do estado do Maranhdo/Brasil
diagnosticados com Carcinoma de pénis tipo escamocelular (CEC), subtipo usual com areas de
aspecto basaloide e mostrar sua relacdo com agressividade tumoral. Métodos: Pesquisa
retrospectiva, com 96 casos de Carcinoma escamocelular subtipo usual de pénis, diagnosticados
no estado do Maranhdao/Brasil, no periodo entre 2007 e 2021, separado em dois grupos, o usual
com areas de aspecto basaloide (n=28), representado por grupamentos de células arredondadas,
com maior razdo nucleo-citoplasma, sem necrose e que ndao comprometessem > 20% da
superficie tumoral. E o grupo sem areas de aspecto basaloide (N=68). Observado suas
caracteristicas clinico-epidemioldgicas, histologicas/imuno-histoquimicas (Ki67, p16 e p53) e
de infeccdo pelo HPV, sendo considerado significante o resultado com p<0,05. Resultados:
Comparando-se 0s grupos usual com e sem areas de aspecto basaloide, observou-se semelhanca
nas variaveis sociodemograficas relacionadas a idade maior que 60 anos, procedéncia de
residéncia rural e regido norte do estado, cor da pele parda e estado civil casado, assim como
nenhuma ou baixa escolaridade e profisséo lavrador. N&do houve diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos em relacdo ao estilo e habitos de vida, nem aos sintomas
referidos, como tabagismo, etilismo, historico de infecces sexualmente transmissiveis (ISTS)
e idade da primeira relacdo sexual inferior a 18 anos. Majoritariamente, a populacdo apresentou
deteccdo do HPV, auséncia de invasdo angio-linfatica e de comprometimento de corpos
cavernosos e da tunica albuginea, bem como presenca de invaséao perineural, comprometimento
de corpo esponjoso e uretra, presenca do infiltrado linfocitario peri-tumoral e associagdo com
carcinoma in situ. O grupo usual com areas de aspecto basaloide apresentou diferencas com
significancia estatistica no grau de diferenciacdo (p =0,001) e estadiamento aplicado
(p=0,0042), com predominio do estagio Il e I1l. Esse grupo também apresentou mais casos com
presenca de invasdo angio-linfatica e perineural, de comprometimento de corpos cavernosos e
da tunica albuginea, associa¢cdo com carcinoma in situ e comprometimento linfonodal. A
amplitude do tempo livre da doenca, nos casos possiveis de serem acompanhados, foi menor
no grupo usual com areas de aspecto basaloide que no grupo usual sem areas de aspecto
basaloide, de 0 a 31 meses e de 0 a 62 meses, respectivamente. Conclusdo: os CECs usuais,
diferentemente dos outros subtipos de CEC, apresentam perfil preditivo-progndéstico variavel e
precisam reunir muitas informac6es para melhor administrar o seguimento do paciente. O
aspecto basaloide ndo trouxe resultados com significancia estatistica na nossa populacao, apesar
de ter mostrado maior percentual fatores de risco sociodemograficos e positividade para
critérios histoldgicos ditos de maior agressividade, como invasdo de corpos cavernosos e da
tunica da albuginea, presenca de invasdo angio-linfatica e perineural, comprometimento
linfonodal. Novas pesquisas sdo necessarias na busca de critérios preditores dessa doenca de
elevada morbidade e mortalidade.

Palavras-chave: Cancer de pénis. Infeccdo por HPV. Histologia. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Introduction: Penile cancer is a rare disease with high morbidity and mortality, affecting
preferentially lower socioeconomic regions. The diagnosis and its prognostic profile is defined
through morphological examinations and surgery is still the main treatment. Objective: To
characterize the clinical-histopathological, immunohistochemical and human papillomavirus
infection profile in patients from the state of Maranh&o, Brazil, diagnosed with squamous cell
carcinoma of the penis (SCC), the usual subtype with areas of basaloid aspect and to show its
relationship with tumor aggressiveness. Methods: Retrospective study, with 96 cases of
Squamous cell carcinoma of the penis diagnosed in the state of Maranhdo,Brazil, in the period
between 2007 and 2021, separated into two groups, the group without areas of basaloid aspect
(N=68) and the usual with areas of basaloid aspect (n=28), represented by groups of rounded
cells, with higher nucleus-cytoplasm ratio, without necrosis and that did not involve > 20% of
the tumor surface. Their clinical-epidemiological, histological and immunohistochemical
(Ki67, p16 and p53) and HPV infection characteristics were observed. Considered significant
the result with p<0.05. Results: Comparing the usual groups with and without areas of basaloid
appearance, similarity was observed in the sociodemographic variables related to age over 60
years, origin of rural residence and northern region of the state, brown skin colour and married
marital status, as well as no or low education and occupation farmer. There were no statistically
significant differences between the two groups in relation to lifestyle and habits of life, nor to
the symptoms reported, such as smoking, alcoholism, history of sexually transmitted infections
(STIs) and age at first sexual intercourse less than 18 years. Most of the population presented
HPV detection, absence of angio lymphatic invasion and involvement of corpora cavernosa and
tunica albuginea, as well as presence of perineural invasion, involvement of corpus spongiosum
and urethra, presence of peri-tumoral lymphocytic infiltrate and association with carcinoma in
situ. The usual group with basaloid aspect areas showed differences with statistical significance
in the degree of differentiation (p =0.001) and applied staging (p=0.0042), with predominance
of stage Il and Il1. This group also presented more cases with the presence of angio lymphatic
and perineural invasion, involvement of corpora cavernosa and tunica albuginea, association
with carcinoma in situ and lymph node involvement. The range of disease-free time, in cases
that could be followed up, was shorter in the usual group with basaloid areas than in the usual
group without basaloid areas, from 0 to 31 months and from 0 to 62 months, respectively.
Conclusion: the usual SCCs, unlike the other subtypes of SCCs, have a variable predictive-
prognostic profile and need to gather a lot of information to better manage the patient's follow-
up. The basaloid aspect did not bring results with statistical significance in our population,
despite having shown higher percentage of socio-demographic risk factors and positivity for
histological criteria said to be more aggressive, such as invasion of corpora cavernosa and
tunica albuginea, presence of angio-lymphatic and perineural invasion, lymph node
involvement. New researches are necessary in the search for predictive criteria of this high
morbidity and mortality disease.

Keywords: Penile cancer. HPV infection. Histology. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O céancer de pénis (CaPe) ¢ uma doenca rara, correspondendo a menos de 1% das
neoplasias que afetam a populacdo mundial, ocupando a 302 posi¢do no ranking dos tumores
(CARDONA; GARCIA-PERDOMO, 2017). Nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento apresentam taxas mais elevadas, chegando a alcancar, no continente africano,
até 17% das neoplasias masculinas (BATISTA et al. 2014).

As regibes Norte e Nordeste no Brasil, concentram maior numero de casos,
representando até 53,02%, observado em um estudo epidemioldgico realizado no periodo de
2006 e 2007(FAVORITO et al., 2008), assim como 45,7 % das internagdes por cancer de pénis
no periodo de 1992 a 2017 (KORKES et al., 2020). No Maranhdo, a incidéncia foi de 6,1
afetados por 100.000 homens para um intervalo de cinco anos, talvez a maior ja registrada no
mundo (COELHO et al., 2018). As regifes mais afetadas apresentam menores indices
socioecondmicos, menor escassez de servigos e de profissionais com experiéncia na area, 0 que
também dificulta a triagem, atrasa o diagnostico e 0 manejo destes pacientes (BERTINATO et
al., 2021).

O diagnostico das neoplasias € feito, principalmente, através dos critérios
histopatolégicos, que juntamente com marcadores proteicos, direcionam o perfil tumoral e
predicdo dos pacientes. Para o cancer de pénis os marcadores moleculares, contudo, ainda ndo
estdo bem estabelecidos, diferentemente do que é observado para outras neoplasias, como as de
mama, pulmao, sistema nervoso central e até CEC (Carcinoma de células escamosas) de
cavidade oral. Assim, o laudo histopatoldgico, atualmente, € que contribui para melhor
conducdo dos pacientes, como também para avaliagdes a longo prazo, do perfil clinico e
evolutivo de cada subtipo tumoral (INCA, 2022).

Na avaliagdo histopatologica podem ser fornecidos varios achados importantes como o
tamanho da lesdo, tipo, subtipo e grau do tumor, nivel e forma de invasdo; presenca ou ndo de
infiltracdo vascular e neural; infiltrado inflamatdrio intra e peritumoral; alteracdes citopaticas
relacionadas a infec¢éo viral, como pelo Papilomavirus humano (HPV) e outras circunstancias,
como Liquen e outras inflamag¢Ges genitais. Contudo, esses achados obtidos atraves de uma

analise morfoldgica direta do tumor, ndo tem facil aplicabilidade e reprodutibilidade. Como
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exemplo, o carcinoma de células escamosas (CEC) que é o principal tumor diagnosticado em
pénis (95%), tem muitas variantes e as caracteristicas morfoldgicas diferenciais, por vezes, sdo
sutis. E, ndo infrequentemente, dentro de um mesmo tumor, pode-se observar mais de uma

variante quando se formam os tumores mistos (INCA, 2021).

O CEC usual é uma variante que apresenta células organizadas em ninhos sélidos ou
trabéculas, sem formacédo de papilas e, em sua maioria, com citoplasma amplo, produtor de
queratina e HPV-negativo. Na realidade, enquadrar-se-ia mais como uma classificacdo de
exclusdo ou subsidiaria diante da auséncia de critérios histoldgicos para os demais subtipos do
CEC. O grau histologico da neoplasia é dado pela maior ou menor presenca de caracteristicas
especiais do epitélio escamoso (Malpighiano) e o aspecto basaloide é uma forma mais imatura
de apresentacao das células do CEC, exibindo células mais arredondadas, com maior relagédo

nacleo-citoplasma, pouca ou nenhuma ceratinizacéo e sem comedo-necrose.

Nessa linha, o presente estudo propde observar a presenca de areas de aspecto basaloide
na variante usual do CEC de pénis, buscando mais um elemento Gtil na definicdo do seguimento
do paciente, ja que, mesmo sendo o subtipo mais comum, ndo tem um prognostico uniforme,
estando sua definicdo na dependéncia da reunido de diversos fatores clinicos e principalmente,

anatomopatoldgicos.

Esta dissertacdo apresenta-se no formato Tradicional, cuja a organizacdo foi dividida
em Introducdo, Referencial teérico, Objetivos, Material e Métodos, Resultados, Discussao,
Concluséo e a produgo cientifica, sendo apresentado o artigo de revisdo intitulado “Predictive
histopathological factors of nodal metastasis in penile cancer: a review with a perspective from
the region with highest in the world”, submetido ao peridédico Frontiers in Oncology, com
classificacdo WebQualis A2 na area de Medicina Il e Fator de Impacto 6.200.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fatores de risco e etiologia

O céncer de pénis afeta mais frequentemente individuos em condi¢6es socioecondémicas
e educacionais desfavoraveis, em especial aqueles que estdo entre quinta e sexta década de vida,
independentemente de sua origem étnica, porém, jovens também podem ser afetados, sendo
observado que aproximadamente 22% dos casos registrados ocorrem em pacientes com idades
inferiores a quarenta anos (BELFORT et al., 2017; BERTINATO et al., 2021).

Alia-se aos fatores socioeconémico e educacional, o habito de higiene precério e
alimentacdo inadequada, comumente associada a outros fatores de risco, como a fimose,
inflamacao crénica e infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV). A ma higienizacéo, propicia
0 acumulo de células degradadas e proliferacdo bacteriana na cavidade do prepucio,
ocasionando inflamacdes cronicas (balanopostite), infeccbes recorrentes, retencdo urinéria,
infeccdes do trato urinario (ITU) e o cancer de pénis (MORRIS; MATTHEWS; KRIEGER,
2020). Ainda podemos acrescer como comportamento de risco 0 consumo excessivo de alcool,
tabagismo, atividade sexual precoce e com multiplicidade de parceiros (ACC, 2017. SOUSA et
al, 2014; CARVALHO et al., 2007; SENKOMAGO et al., 2016; RODNEY, 2016; LISBOA,
2019).

De modo geral, a frequéncia de fimose em homens com carcinoma de pénis € alta,
variando de 44% a 85% (NASCIMENTO JR, 2020; MORRIS; KRIEGER, 2017). Em
contrapartida, homens circuncidados representam menos de 0,1% dos tumores de pénis.
Tabagistas podem apresentar de 2.8 a 4.5 vezes mais chances para o desenvolver o cancer de
pénis (ROSAS et al., 2021). A obesidade, por sua vez, esta relacionada a diversas neoplasias e
ao cancer de pénis, que além de fatores como inflamacdo cronica, estresse oxidativo e
resisténcia a insulina, ainda pode dificultar a higiene genital, o autoexame peniano ou a
exposicdo da glande (BARNES et al., 2016).

A presenca do HPV, descrito a parte, contribui para o desenvolvimento do cancer de
pénis segundo estudos que mostram que aproximadamente 50,0% dos casos estdo relacionados

ao HPV, com percentuais maiores em paises da América Latina e menores em paises asiaticos
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(PATEL et al., 2016; SCHLENKER; SCHNEEDE, 2018; OLESEN et al., 2019).

Diante da combinacdo desses fatores de risco, sugere-se que estejam envolvidas
maultiplas vias moleculares para o desencadeamento do carcinoma peniano, 0s quais abrangem
condic@es inflamatdrias cronicas, produtos oncogénicos e cofatores carcinogénicos (KAYES et
al., 2007).

Em suma, a etiologia sobre o CaPe ainda ndo ¢ solida e consoante entre as literaturas, é
atrelada a diversos fatores de riscos, que favorecem o seu desenvolvimento. Antes da evolugéo
para lesbes invasoras (cancer propriamente dito), os individuos podem apresentar lesdes
percussoras, que atingem as regides da glande, prepdcio, sulco e corpo do pénis, nesta sequéncia
(WIND et al., 2019). Algumas lesbes penianas consideradas pré-malignas estdo descritas no
quadro abaixo (HAKENBERG et al. 2018).

Quadro 1. Lesdes penianas pré-malignas.

Lesdes esporadicamente associadas Lesdes pré-malignas
Corno cutaneo Neoplasia intraepitelial de alto grau (grau I11)
Papulose bowenoide de pénis Condiloma gigante (Buschke-Lowenstein)
Liquen escleroso Eritroplasia de Queyrat
Balanite xerotica obliterante Doenca de Bowen
Doenca de Paget (Adenocarcinoma intradérmico)

Adaptado de: GUIDONI, 2019.

2.1.1 Papilomavirus humano (HPV) e cancer de pénis

A patogenicidade do HPV ja é bem estabelecida para a neoplasia de células escamosas
do colo uterino e da cavidade oral, contudo para o carcinoma peniano ela ainda ndo é bem
compreendida. A alta prevaléncia desta infecgdo viral levanta consideragdes interessantes sobre
a sua relacdo com esse tipo de neoplasia maligna. Segundo Flaherty et al. (2014), a prevaléncia
global de infecgdo por HPV em tumores penianos é de 36-40%, com maior contribui¢cdo dos
subtipos HPV16 e HPV18. Os subtipos virais 6 e 11, tambem frequentemente encontrados em
lesGes penianas, estdo mais relacionados a lesdes verrucosas (benignas). No entanto, pesquisas
recentes tém apontado uma maior frequéncia do HPV6 em carcinoma peniano invasivo
(LEBELO et al., 2014; ALEMANY et al., 2016).
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Trabalhos realizados no Brasil tém demonstrado que a prevaléncia do HPV em
carcinomas penianos pode ser bem maior que a relatada por Flaherty et al., (2014). Em dois
estudos realizados no Rio de Janeiro, mostrou presenca de HPV em 60,7% e 75%, sendo o
subtipo HPV16 o mais frequente (SCHEINER et al., 2008; AFONSO et al., 2012). Um outro
trabalho realizado no Norte do pais, apontou para uma maior porcentagem de casos HPV11,
HPV6 e HPV 16 (FONSECA et al., 2013). Na regido Nordeste, estudo de SOUSA et al. (2015)
identificou uma prevaléncia de 63,15% de HPV, sendo mais frequente os subtipos 16, 18, 45 e

69. E no Maranhdo, foi possivel encontrar uma prevaléncia de 93,9% (MARTINS et al., 2018).

O HPV afeta o epitélio de duas maneiras: como uma infec¢do viral, na qual o epitélio
escamoso suporta a producdo do virion, desenvolvendo-se em lesdes de baixo grau, como
condilomas; ou como uma lesdo pré-cancerosa associada ao virus, gque ocorre quando 0 genoma
viral € incluido no DNA da célula hospedeira, levando a superexpressdo dos oncogenes e a
proliferacdo celular descontrolada (IORGA et al., 2020). O genoma deste virus tem organizacao
simples, que pode ser dividida em duas regides: codificante e ndo-codificante. As regides
codificantes sdo denominadas de precoce “E” (do inglés early) e tardia “L” (do inglés later),
enquanto a ndo-codificante € uma longa regido de controle, denominada Long Control Region
(LCR) (DOORBAR et al., 2012). Dos oito genes codificados no DNA viral, dois oncogenes
importantes estdo incluidos: E6 e E7. Os oncogenes E6 e E7 sdo ativamente transcritos nas
células infectadas e sdo essenciais para a transformacdo maligna induzida por virus. A
oncoproteina E6 do HPV de alto risco pode ligar-se ao supressor tumoral p53 e estimular a sua
degradacdo via ubiquitinacdo. De modo semelhante, a oncoproteina E7 atua ligando-se a

proteina supressora de tumor pRb, promovendo a sua degradacdo (GAO; SMITH, 2016).

2.1.2 Associacao das proteinas p53, p16 e Ki67

Vaérias oncoproteinas estdo sendo estudadas para CaPe, principalmente, pela existéncia
da relacdo com CECs de outras regifes do corpo, como colo uterino e cavidade oral. A proteina
p53 atua no processo de apoptose celular e na regulacéo do ciclo celular, nas fases G1/S e G2/M

e a sua superexpressdo sinaliza para uma alta atividade de divisdao celular. Os trabalhos mostram
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que sua alteracdo, por mutacdo ou delecdo, estd relacionada com a oncogénese de muitos
tumores, como 0s de mama, célon e reto, pulmao, estdmago, pancreas entre outros. No Cancer
de pénis, alguns estudos mostram que, em tumores invasivos e ndo-invasivos de alto grau, a
proteina se apresenta como um fator preditivo para metastase linfonodal e piora da sobrevida
especifica do paciente (GUNIA, 2012; PRAPISKA; WARLI, 2019).

A proteina p16 é uma proteina de regulacdo negativa da proteina do retinoblastoma
(pRB), promotora da divisdo celular (Fase GO/S). Sua importancia se da principalmente pela
inativacdo da via pRB pelo oncogene E7 viral (HPV) que promove a sua superexpresséo,
sinalizando a integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira. Sendo assim, é um
marcador indireto substituto e de alta sensibilidade para infeccdo viral nos carcinomas de
células escamosas de cabeca e pescoco, genital feminino, anorretal e peniano (KHATTAKA et
al., 2017; PRIGGE et al., 2017).

O indice Ki-67 € um marcador de proliferacdo celular, importante no perfil preditivo de
algumas neoplasias como as de mama e os tumores neuroenddcrinos, mas nao demonstrou valor
preditivo de agressividade tumoral, mortalidade ou sobrevida dos pacientes com Cancer de
pénis invasivo (FARIA et al., 2000). Contudo, mantem o seu valor, para lesdes intraepiteliais,
sendo um importante elemento diferenciador entre lesdes neoplasicas e nao-neoplasicas
(ZIARAN, 2020).

2.2 Aspectos Epidemioldgicos

O cancer de pénis ¢ uma doenca rara, responsavel por cerca de 13200 mortes em 2020
(IARC, 2020), é uma neoplasia observada, preponderantemente, em paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento, da Asia, Africa e América Latina. Ressalta-se, nesta Gltima, o Brasil,
como uma area continental de elevada incidéncia, com 454 mortes em 2018 (BRASIL, 2020).
Sendo o Maranh&o uma regido do pais de importante contribuigdo para esse fato, com até 6,1
casos por 100.000 habitantes (COELHO et al., 2018).

No Maranhdo, Nordeste do Brasil, a incidéncia da doenca permaneceu incerta durante

anos, mascarando o panorama da doencga no estado. Contudo, com o estudo epidemiologico
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recente de Coelho et al. (2018), intitulado “Penile cancer in Maranh&o, Northeast Brazil: the
highest incidence globally?”, que descreveu 392 pacientes diagnosticados com CaPe no
Maranhd&o, entre 2004 e 2014, em um unico hospital do Estado, revelou uma incidéncia local
de 6,1 afetados por 100.000 homens para um intervalo de cinco anos, a maior ja registrada no
Brasil e no mundo, de acordo com a IARC (2020). E sendo aplicada em um intervalo de 11
anos, essa mesma incidéncia sobe para 13,8 afetados. Essa elevada casuistica torna oportuno
estudos em cancer de pénis, que visem descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicos e

histologicos dos tumores nesta regido do pais.

Em uma outra pesquisa realizada em Séo Luis, Maranhdo, o coeficiente de mortalidade
por cancer de pénis aumentou de 2010 a 2014, onde no ano de 2014 o maior coeficiente
estimado foi de 8,84 dbitos por 1 milhdo, aumento consideravel em relacdo a 2010, que
apresentava coeficiente de 5,51 6bitos por 1 milhdo (BONFIM, 2017). Outro estudo indicou
que em 2016, a regido com maior taxa de mortalidade por cancer de pénis foi a Norte (0,06%),
seguida da regido Nordeste (0,04%) e em terceiro o Centro Oeste (0,03%) (LISBOA, 2019).

2.3 Caracteristicas clinicas

O pénis pode ser acometido por neoplasias malignas de origem epitelial (carcinomas),
mesenquimal (sarcoma) e de outras linhagens (melanoma; linfoma; neuroendocrino e
neoplasias secundérias), sendo o Carcinoma de células escamosas (CEC) o mais comum,
correspondendo a cerca de 95% dos tumores diagnosticados desse 6rgao. Esse tumor possui
variantes histologicas, as quais estdo divididas em dois grupos de acordo com a via
tumorigénica relacionada a infec¢do por HPV de alto risco ou ndo, esta Ultima geralmente

atrelada a processos de inflamagéo crénica. (KAYES et al., 2007).

O acometimento tumoral do pénis ocorre principalmente na glande (74 a 80%), seguido
do prepucio (15%) e do sulco coronal (5%); o corpo peniano responde por cerca de 2% das
neoplasias penianas. Contudo, sabe-se que, ao diagndstico, significativa parcela dos tumores
ocupa mais de um setor peniano. Os tumores de prepucio estdo relacionados com melhor
prognostico e baixo indice de metastases, diferente daqueles que acometem o corpo, que séo
menos frequentes, porém mais agressivos (COELHO et al., 2018; HAKENBERG et al., 2018;
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CUBILLA et al.,, 2009; MAICHE; PYRHONEN; KARKINEN, 1991; SOLSONA 2004;
POMPEO; MARTINS; SOUZA, 2006; WHO, 2016).

2.4 Diagnostico do cancer de pénis

O diagnostico clinico do CaPe é feito através do exame fisico do pénis e inclui a
avaliacdo dos linfonodos regionais (HAKENBERG et al., 2018). A neoplasia se inicia nas
camadas mais superficiais do pénis, com o tempo progride para o interior do érgédo, podendo
alcancar nervos e vasos, promover destruicdo do pénis e metastases. A principal linha de
metastase € a linfatica, para linfonodos, cujo comprometimento € um dos principais elementos
definidores da qualidade de vida e sobrevida do paciente. No entanto, ainda € um desafio
reconhecer precocemente a metastase linfonodal e quem se beneficiaria efetivamente com a
linfadenectomia. Tomografia computadorizada, ressonancia nuclear magnética e
ultrassonografia também podem auxiliar no diagnostico da doenca, porém bidpsia e exame

histopatoldgico séo indispensaveis para o diagnostico definitivo (PAIVA, 2010).

2.4.1 Estadiamento

Ap0s o diagnostico clinico, a analise histopatoldgica é essencial para confirmagéo do
diagnéstico, classificacdo e caracterizagdo do tumor, uma peca-chave na determinacdo do
estadiamento e avaliacdo prognostica dos tumores (NAM et al., 2017). O estadiamento
patolégico adequado sé podera ser feito apos a cirurgia com linfadenectomia, utilizando-se,

principalmente, do sistema TNM (Tumor, Nédulo, Metastase), conforme descrito no Quadro 1.
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Quadro 2. Sistema TNM para estadiamento de cancer de pénis de acordo com American Joint
Committee on Cancer (AJCC) e International Union Against Cancer (IUAC).

Tumor

L Critério
primario
TX Tumor primario ndo é passivel de avaliacdo
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ (Neoplasia Intraepitelial do pénis — PelN)
Ta Carcinoma localizado e ndo invasivo
T1 Tumor invade tecido conectivo subepitelial
Tla Invasdo subeptelial, sem invasdo linfovascular, invasao perineural ou Grau 3
Tlb Invasdo subepitelial, com invasdo linfovascular, invasdo perineural ou Grau 3
T2 Tumor invade corpo espon;joso
T3 Tumor invade corpo cavernoso (incluindo tdnica albuginea)
T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes (prostata, escroto ou pubis)

Linfonodos regionais*

NX Linfonodos regionais ndo passiveis de avaliacao

NO Auséncia de metéstase linfonodal

N1 Metastase em um ou dois linfonodos, sem extensdo extranodal

N2 Metastase em 3 ou mais linfonodos inguinais, multiplas ou bilaterais

N3 Metastase em linfonodos com extensdo extranodal ou em linfonodos pélvicos unilaterais ou
bilaterais

Metéstase

MO Nenhuma metéstase distante

M1 Metastase a distancia

Estadiamento clinico

0is Tis, NO, MO Ila T1-3, N1, MO

oa Ta, NO, MO Ib T1-3, N2, MO

| T1a, NO, MO v T4, N +, MO

lla T1b, NO, MO v Tis-T4, N3, MO

lla T2, NO, MO v Tis-T4, N+, M1

b T3, NO, MO

(*) Classificagdo histopatoldgica de linfonodos. Fonte. EDGE, 2017.

2.5 Classificacdo histopatoldgica

2.5.1 Subtipo histologico

Embora os subtipos histolégicos do CEC estejam bem estabelecidos, na préatica o

reconhecimento dessas variantes ndo € tao simples e requer uma expertise maior do patologista,

bem como uma boa amostragem do tumor para subclassificagdo. Notadamente, o grupo usual
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é 0 mais frequente (48-65%), seguido pelo condilomatoso (17%), verrucoso (8%), papilar (7-
10%) e basaloide (5-15%) (CUBILLA, 2009; CHAUX et al., 2010).

De acordo com sua apresentacdo morfoldgica sdo denominadas e caracterizadas,
conforme estudos publicados (KATO et al., 2000; VELAZQUEZ et al., 2005; CUBILLA et al.,
2009; CHAUX et al., 2012; CUBILLA et al., 2012; BOVOLIM et al., 2017; CANETE-
PORTILLO etal., 2017; SANCHEZ et al., 2015):

Variante usual: Corresponde a 40 a 65%. Com apresentacdo plano-endofiticos,
ceratinizantes, com células grandes de citoplasma amplo, organizando-se em trabéculas ou de
forma sélida; tem crescimento vertical e extensivo-superficial. Atinge, principalmente, homens
da 62 e 72 décadas. Os sitios de acometimento nessa ordem: prepucio > sulco coronal > glande.

28 a 39 % tem linfonodos positivos ao diagnostico.

Variante papilar: corresponde a5 a 15 %. Com apresentacdo exofitica, com ou sem eixo
papilar central; as papilas séo irregulares e complexas; ceratinizantes; com bordo infiltrativo e
irregular com o estroma. Atinge a média de 63 anos, entre 43 e 85, normalmente acomete glande

e prepdcio e ndo apresenta relacdo com metastase

Variante verrucosa: compreende 3 a 8%. Se apresenta de forma exofitica; com papilas
bem definidas, com eixo fibrovascular longo e bem estreito, as vezes imperceptivel,
hipeceratose e acantose mais marcantes que o papilifero; bordo tumoral expansivo regular com
0 estroma; discreta atipia celular em porcdo mais basal; denso infiltrado inflamatério pode
obscurecer o bordo tumoral. A faixa etaria comum é 62 e 72 décadas, atingindo a glande; no

prepucio na forma multicéntrica, possui progndéstico sem relagdo com metastase

Variante cuniculatum: < 1%. Possui apresentacdo endo-exofitico; verruciformes; com
invaginagdes profundas; comumente observadas fistulas. Sdo morfologicamente idénticos a
variante verrucosa e sdo bem delimitados, com criptas a superficie de corte, preenchidas por
material hiperceratotico. A idade média de 77 anos, entre 73 e 83, atinge glande e sulco coronal

e ndo possui relato de metastases.

Variante pseudo-hiperplasica: < 1%. Possui apresentacdo em planos ou ligeiramente
sobrelevados; com ninhos de células muito bem diferenciadas, com minima atipia; estroma

reativo, na faixa de idade dos 69 anos, média entre 53 a 76, normalmente atinge prepucio >
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glande> sulco coronal, ndo apresenta metéstase nodal.

Variante pseudo-glandular: < 1%. Possui apresentacéo de tumores grandes exofiticos e
ulcerados; aparéncia multicistica ou de favo de mel no pequeno aumento; as células que
revestem os espacgos sdo de epitélio atipico, plano, cuboidal ou cilindrico; os espagos podem ser
vazios ou preenchidos parcialmente por material amorfo eosinofilico, restos celulares e escamas
corneas; além de microabcesso neutrofilico intraluminal. Atinge a faixa etaria dos 54 anos, na
glande para sulco coronal e preptcio. E mais agressivo e maior incidéncia de metastase nodal

e mortalidade.

Variante adeno-escamosa: < 1%. Possui apresentacao de massa tumoral endofitica; com
ninhos de células escamosas ao lado de glandulas com epitélio colunar ou cuboidal com aspecto
mucinoso; com predominio do componente escamocelular, com idade média de 55 anos, entre
30 e 74, atingindo glande, extensdo a sulco coronal e preplcio. Tem recorréncia 25%; metéstase

nodal em 43 a 50%; mortalidade baixa < 14%.

Variante sarcomatoide: observada em 1 a 3%. Possui apresentacdo endo-exofitica,
polipoide e sangrantes; com células de aparéncia fusiforme, dispostas em fasciculos permeada
por células epitelidides e pleomorficas, alta atividade mitdtica e presenca de necrose. Atinge a
idade média de 59 anos, entre 28 e 81, ocorrer na glande e apresenta 75 a 89 % de metastase
nodal; mortalidade de 40 a 75 % dentro de 1 ano; recorréncia de 67%.

Variante condilomatosa (Warty): 7 a 10%. Possui apresentacdo exofitica por natureza,
aspecto de couve-flor, exibe projecGes papilares com proeminente e irregulares eixos
vasculares, ora longo ora curto; com topos arredondados ou cénicos; ceratinizante, com
hiperceratose, paraceratose e coilocitose; nucléolos presentes, atipia leve a moderada; bordo
tumoral irregular com o estroma. Ocorre na faixa dos 48-55 anos entre 37 a 74, na glande >
sulco coronal > prepucio e recorre em 10%, 17-18% apresentam metastase nodal; mortalidade
< 10%

Variante basaloide: 4 a 10%. Se apresenta com lesGes planas e ulceradas, massas
endofiticas; organiza-se em ninhos tumorais sélidos e coesos, infiltrativos; células pequenas,
redondas ou ovais, escasso citoplasma, nucleo hipercroméatico e nucléolo inconspicuo;
ceratinizagdo abrupta central, com necrose tipo comedo; palicada pode ser vista; atividade

mitotica elevada. Atinge em média 62 década entre 33 e 84 anos, ocorrendo na glande > sulco
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coronal > prepucio e tem de 50 a 66% de metastase nodal.

Variante de Células claras: 1 a 2 %. Possui apresentacdo endo e exofiticas; ninhos de
células com proeminente citoplasma vacuolado, nacleo central redondo, ovoide e pleomorfico;
ndo-ceratinizante, com material eosinofilico intracitoplasmatico PAS positivo; delicada trama
fibrosa interveniente; com necrose tipo comedo e tipo geogréafica. Atinge a faixa entre 52 a 95

anos, na glande. Possui progndstico reservado; disseminacdo nodal e sistémica.

Variante Linfoepitelioma-like: < 1% (extremamente raro). Possui apresentagcdo em:
tumores endofiticos, apresentando-se com células epitelidides anaplasicas, com nucléolo
evidente e eosinofilico, organizando-se em cordBes ou ninhos solido-trabeculares, com bordo
obscurecidos por denso infiltrado inflamatério com linfocitos, eosinofilos, neutrofilos e
plasmdcitos. Pacientes com idade entre 58 e 75 anos, localizada na glande e ainda nédo

prognostico estabelecido.

Variante medular rico em células inflamatorias: < 1%. Possui apresentacdo em tumores
plano-endofiticos, apresentando-se com células pouco diferenciadas e pleomorficas, com
nucléolo evidente e elevado indice mitotico, organizando-se blocos mais coesos sélido ou
trabeculares, com nitida separacdo com estroma, denso infiltrado inflamatério, rico em
neutrofilos e eosinodfilos, com formacdo de microabscessos. Atinge a faixa etaria entre 54 a 92
anos, geralmente em glande > prepucio > sulco coronal, com prognostico: ainda néo

estabelecido.

Formas mistas também sdo descritas para o CaPe, sendo arbitrado um percentual de
representacdo de pelo menos 20% de um dos componentes para esta classificacdo
(ALVARADO-CABRERO et al., 2017), dessa maneira, correspondem a 28 a 37 % dos CaPe,
sendo 0s mais comuns o Condilomatoso-basaldide (9-14%), papilifero-basaloide (muito raro),
como tambeém os carcinomas chamados hibridos, como papilifero — sarcomatoide, usual —
condilomatoso.grupo usual com areas de aspecto basaloide, pseudoglandular bem diferenciados
CEC. Possui apresentacdo em tumores ulcerados, exofiticos, verruciformes; padréo
morfologico de acordo com os subtipos. Atinge a 72 década de vida, ocorrendo glande >

prepucio e recorre em 20%; Metastase nodal em 9%; mortalidade é baixa (3%).
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2.5.2 Tipo histolégico associado a HPV

Recentemente uma nova diviséo foi definida para os CECs de pénis, tendo como base a
via tumorigénica do HPV, criando-se dois grupos separados como visto no Quadro 2. Esta
separacdo ndo confere em si, melhor ou pior prognostico a doenca, ou mesmo indicativo de
linfadenectomia profilatica, ambos os grupos HPV ou ndo-HPV relacionados possuem formas
de maior e menor agressividade. No entanto, observa-se que a maioria das formas histologicas
mais agressivas sdo HPV positivas, e que as variantes verrucosa, pseudo-hiperplasica e
papilifera, comumente néo se relacionam ao HPV e a metastases (CANETE-PORTILLO et al.
2020).

Quadro 3. Variantes do carcinoma de células escamosas do pénis.

HPV-nao-associados

HPV-associados

CEC usual

CEC basaloide

CEC pseudohiperplasico

CEC condilomatoso

CEC pseudoglandular

CEC warty-basaldide

CEC verrucoso

CEC medular

CEC cuniculado

CEC de células claras

CEC papilifero

CEC linfoepitelioma-like

CEC sarcomatoide

CEC adenoescamoso

CEC misto, com componente condilomatoso
ou basaléide

CEC mucoepidermoide

CEC misto, sem componentes condilomatoso e
basaloide

Fonte: Cafiete-Portillo et al. (2020).

2.6 Prognostico conforme critérios

2.6.1 Grau histologico

Dentre os elementos morfoldgicos estudados nos carcinomas escamo-celulares de pénis,

assim como de colo uterino e o carcinoma da cavidade oral, o grau histologico se mantém
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consistente na maioria dos trabalhos como fator preditivo para metéstase linfonodal, para
morbidade e mortalidade (CHAUX et al, 2009; AKHTER et al., 2011; AITA et al., 2016).

Por outro lado, ainda hd um grande desafio na reprodutibilidade desse critério,
principalmente, devido a heterogeneidade tumoral e a ndo uniformidade na aplicagdo dos
sistemas de graduacdo, culminando com incongruéncias dos resultados intra e inter-
observadores, como também dificuldades de se reunir estudos que abordem este critério
(CHAUX et al, 2009; KAKIES et al, 2014; TAKAMOTO D. et. Al, 2017).

Os modelos mais tradicionalmente adotados sdo os de 4 graus de Broders (1920) e 0 3
graus sugerido por Slaton (2001). Ambos se baseiam no percentual de componente anaplasico
do tumor. Atualmente, os centros de referéncia tém adotado o sistema de 3 graus — bem
diferenciado (G1), moderadamente diferenciado (G2) e pouco diferenciado (G3), onde se
estabelece que o tumor bem diferenciado é aquele com minimas alteracdes e proximidade
morfolégica com um epitélio normal ou hiperplasico, apresentando atipia na camada mais
basal; 0 pouco ou pobremente diferenciado, seria o tumor com qualquer percentual de anaplasia
celular e, aqueles tumores que tem alteracdes entre os dois grupos (G1 e G3), enquadrar-se-iam
no grupo dos tumores moderadamente diferenciados. Assim, 0s CECs verrucosos sempre seréo
de baixo grau e 0s com componente sarcomatoso, de alto grau (CHAUX et al., 2010; AITA et
al., 2016; ZHOU et al., 2018).

Os achados morfol6gicos normalmente utilizados para avaliacdo do grau em carcinomas
escamo-celulares sdo, como aplicados no Quadro 3 (AITA et al., 2016; CHAUX et al., 2010;
ZHOU et al., 2018).

Quadro 4. Sistema de 3 graus - Caracteristicas morfoldgicas para avaliacdo do grau tumoral e
a relagcdo com progndstico

Caracteristicas Grau 1 Grau 2 Grau 3
Ceratinizagdo Acentuada Moderada Rara / ausente
Atipia Discreta Moderada Acentuada
Mitoses Raras Frequentes Abundante
Bordo tumoral Expansiva Infiltrativa Infiltrativa
Progndstico Bom Intermediario Reservado
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2.6.2 Tamanho tumoral

Os tumores de pénis, na maioria das vezes, apresentam-se volumosos ao diagndstico e
facilmente mensurdveis a observacdo direta, com média de 4,5 cm. Diferindo de outras
neoplasias, o tamanho tumoral no CaPe ndo é um bom parametro preditivo, justifica-se tal fato
pela forma vegetante observada em cerca de um terco dos tumores, como também pelas
extensas neoplasias de crescimento horizontal, que tém baixa relacdo com metastase nodal ou
sistémica (VELAZQUEZ et al., 2008; CUBILLA, 2009; VIEIRA et al., 2020).

Estudos como o de Caballero mostraram resultados paradoxais relacionados a medida
tumoral, encontrando relagdo prognostica semelhante, com baixo indice de metéastase nodal
(30%) em tumores menores que 2 cm e nOS maiores que 4 cm, enquanto tumores de tamanho

médio, entre 2 e 4 cm tinham maior associacdo com metastase nodal (68%).

2.6.3 Profundidade de invasao e espessura tumoral

A profundidade da invasdo tumoral e envolvimento das camadas subjacentes sao
utilizados como determinantes da agressividade tumoral, relacionando-se a possibilidade de
alcancar os vasos e 0s nervos e elevar o potencial de metastases nodal e sistémica. No corpo
peniano, a fascia de Buck e a tunica albuginea funcionam como verdadeiras barreiras naturais,
dificultando a comunicacdo do tumor com 0s corpos cavernosos e o sistema linfatico (POW-
SANG et al., 2010).

As medidas habituais, livres de tumor, da distancia da superficie do pénis para camadas
subjacentes dos pénis sdo de cerca de 3mm para alcancgar a lamina propria (T1), 5mm para o
corpo esponjoso (T2) e 10mm para alcancar o corpo cavernoso (T3). E a espessura prepucial
tambem de cerca de 10 mm (VELAZQUEZ et al., 2008).

A espessura tumoral e a profundidade de invasdo sdo trabalhadas ora como um sé
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parametro ora como elementos independentes. A medida da profundidade de invasdo deve ser
feita a partir da membrana basal intacta da borda tumoral até a célula tumoral mais profunda;
ja a espessura do tumor € avaliada do topo da neoplasia a célula mais profunda. Peculiaridades
de mensuracdo sdo recomendadas para algumas neoplasias, por exemplo, para neoplasias
verruciformes, a medida deve ser tomada a partir da camada granulosa e, em lesdes ulceradas,
da superficie da ulcera (CUBILLA, 2009; VIEIRA et al., 2020).

Esse parametro relaciona-se com maior potencial de comprometimento linfonodal, de
modo que espessura tumoral menor que 5mm/6mm, tem menor risco, o qual aumenta para cerca
de 80- 86%, em medidas maiores que 10mm (EMERSON, 2001; VELAZQUEZ et al., 2008).

2.6.4 Padrdo de invasao

O padréo de invaséo tumoral reflete a relagdo entre o tumor e o hospedeiro, pode ser de
dois tipos, o infiltrativo (ou reticular), mais agressivo, caracteriza-se por pequenos blocos
tumorais ou células isoladas no estroma. O tipo expansivo se apresenta com blocos maiores e

sem células destacadas ou isoladas (Figura 1).

E um fator relacionado & metéstase linfonodal para CECs de cabeca e pescogo e
ginecologico. No pénis, o padrdo infiltrativo se relaciona com maior risco de mortalidade
especifica (HR-11,5) e mortalidade geral (HR=2,3) (AITA G. et al, 2015).

Figura 1. Invasdo tumoral e padrdes de invaséo.

A: Carcinoma in situ (HE 40x) B: Carcinoma invasor inicial (HE100x)
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C: Invasao de padrdo expansivo (HE40x) D: Invasdo de padréo infiltrativo (HE200x)

-

2.6.5 Invasdo angio-linfatica e perineural

A invasdo vascular angio-linfatica consiste na presenca de neoplasia em espagos
recobertos por endotélio e deve ser avaliada em vasos da periferia do tumor, preferencialmente
a uma distancia de um campo de grande aumento (SLATON et al., 2001). Este sinal, representa,
na maioria dos estudos, um fator independente para metastase, para sobrevida e para
mortalidade, ainda que nos linfonodos clinicamente negativos (ZHU et al., 2010). E tem forte
associacdo com o risco de progressdo da doenca, por vezes, sendo fator indicativo de
linfadenectomia inguinal bilateral (EMERSON et al., 2001; SLATON et al., 2001; SOLSONA
etal., 2004; CUBILLA, 2009; AlTAetal., 2015; FICARRA et al, 2005; COELHO et al., 2018).

A embolizacéo linfo-vascular, em estudo recente, mostrou ter significancia preditiva na
sobrevida dos pacientes com cancer de pénis, e com isso, foi sugerido um aprimoramento no
estadiamento do sistema TNM, que aos moldes do estagio | (Tla e T1b), o critério de
“embolizagdo linfo-vascular” seja também atribuido aos niveis mais avangados T2 e T3 (LI et
a., 2019; HU et al., 2019)

A invasdo perineural é observada em cerca de 50% dos pacientes com cancer de pénis
e em 56% daqueles com metastase nodal, tendo forte valor preditivo independente para a
mortalidade especifica e para metastase nao-linfonodal em pacientes abaixo de 60 anos.
(SOLSONA et al., 2004; AITA et al., 2016). Dado seu valor, a invasdo perineural juntamente
com o grau histologico e o nivel de infiltracio do tumor compdem o indice de Prognéstico para
cancer de pénis, um sistema de somatorio de pontos proposto como preditor de metéstase

linfonodal, para pacientes sem aparente comprometimento ganglionar ao exame clinico e
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radioldgico (VELAZQUEZ et al., 2008; CUBILLA, 2009; AITA et al., 2016; HAKENBERG
etal., 2018).

Figura 2. Invasdo vascular de CEC usual G2 e CEC basaloide G3 envolvendo o feixe neural.

B: Invasdo perineural (HE100x)
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2.6.6 Padrdo de crescimento

O tecido tegumentar é constituido por epitélio e um conjuntivo subjacente, separados
pela membrana basal, uma matriz extracelular. As neoplasias epiteliais (carcinomas) iniciam
no epitélio e quando rompem a barreira da membrana basal, tornam-se invasivos, atingem o
conjuntivo subepitelial e tem potencial de adentrar vasos e nervos e, consequentemente,
proporcionar metéstases. Para a neoplasia limitada ao epitélio da-se o nome de Carcinoma in
situ (Cis) ou Neoplasia intraepitelial de alto grau (NIPe I11) ou Eritroplasia de Queyrat (para
mucosas de prepucio e glande) ou Doenca de Bowen (para pele do corpo, escroto ou perineo).
O Carcinoma de células escamosas de pénis in situ tem incidéncia de cerca de 5%, acomete
principalmente glande e pacientes mais jovens, sendo a forma mais comumente vista em
portadores de HIV (MICALI et al., 2006; CHAUX et al., 2010).

As neoplasias invasoras podem crescer de varias formas - extensivo superficial (ou
horizontal); verruciforme (exofitico); multicéntrica (raro); vertical (endofitico) e ainda de forma
mista (exo-endofitico). Os dois primeiros padrfes tém baixa associagdo com metéstase, fazem
parte deste grupo os subtipos papilifero, pseudohiperplasico e condilomatoso. O padrdo
vertical, comumente, é solido e ulcerado, atinge niveis mais profundos e compromete 0s corpos

esponjoso e cavernoso, associam-se com doenga avancgada, sendo vistos nas formas basaloide,
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adenoescamosa e sarcomatoide. O padrdo misto € observado em 15 a 25% dos casos.
(CUBILLA, 2009; CHAUX et al., 2012).

2.7 Tratamento

A despeito das diversas modalidades terapéuticas, o tratamento cirdrgico é o mais
empregado e com melhores resultados. A escolha do tratamento depende do estagio em que se
encontra a neoplasia ao tempo do diagndstico, se é doenca localizada, localmente avancada ou
metastatica, além da condicdo clinica do paciente. A penectomia parcial ou total, com
linfadenectomia, ainda continua sendo o mais efetivo tratamento da lesdo primaria do cancer

de pénis, entretanto esse procedimento é associado com alta morbidade (POMPEO et al., 2010).

O principal fator de reserva de progndstico, em pacientes com carcinoma de pénis, é o
acometimento linfonodal, sendo as cadeias inguinal superficial e profunda e a cadeia pélvica,
as mais envolvidas, nesta ordem (KOIFMAN et al., 2011). Assim, a linfadenetcomia é um
procedimento indicado em muitas cirurgias de primeira abordagem, com comprovada melhora
tanto na sobrevida livre de doenga quanto na sobrevida global. Contudo, também esta
relacionada a elevacdo da morbidade e complicagdes pos-cirdrgicas desses pacientes
(FICARRA et al., 2010; GUIMARAES et al., 2011; O’BRIEN et al., 2017; LIMA JR., 2016).

Quanto as terapias complementares a cirurgia, como radioterapia e quimioterapia, existe
uma exiguidade de informacGes sobre a sua sensibilidade nos varios subtipos de carcinomas de
células escamosas penianos (HAKENBERG et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil clinico-histopatologico, imunohistoquimico e de infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV) de tumores de pénis usuais e com diferenciacdo basaloide de

pacientes do estado do Maranhédo e mostrar sua relagdo com a agressividade tumoral.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar o perfil sociodemogréfico de pacientes com Carcinoma de células
escamosas do pénis subtipo usual com areas de aspecto basaloide, em relacdo a faixa etéria,
renda familiar, procedéncia, profissdo, habitos de vida e aos fatores de risco, como tabagismo,

etilismo, vida sexual e infeccdes.

- Definir quais os sintomas referidos e as caracteristicas das lesdes nos pacientes com

Carcinoma de células escamosas do pénis subtipo usual com areas de aspecto basaloide;

- Comparar os critérios histologicos dos pacientes com Carcinoma de células escamosas
do pénis subtipo usual nos grupos com e sem areas de aspecto basaloide, em relagdo a critérios
de maior agressividade tumoral, com como nivel e forma de invasdo tumoral, invasao vascular

e perineural, infiltrado inflamatorio peri-tumoral, além do comprometimento linfonodal.

- Verificar a detec¢do do HPV e biomarcadores de pacientes Carcinoma de células

escamosas do Pénis subtipo usual com areas de aspecto basaloide;



31

4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao do Estudo

Esta pesquisa tem carater retrospectivo, epidemioldgico e histopatolégico, com o
levantamento de casos diagnosticados com cancer de pénis, com revisdo dos laudos
histopatoldgicos, prontuarios médicos, revisao de laminas, deteccdo do HPV e realizacdo de
ensaios de expressdo por imuno-histoquimica no material selecionado. O material utilizado
(L&minas e blocos de parafina) encontrava-se no arquivo de blocos e ldminas do Laboratorio
de patologia do Hospital Aldenora a Bello e do Hospital Universitario Presidente Dutra, e foram

separados para pesquisa.

Apos aplicacdo dos critérios de inclusdo e de ndo-incluséo, foram selecionados 96 casos
como casuistica desta pesquisa, 0s quais foram submetidos a revisdo de dados histologicos,
deteccdo e genotipagem de HPV e andlise imuno-histoquimica para marcadores de importancia

diagnostica e prognostica.

4.2 Periodo e Local

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Imunofluorescéncia e Microscopia
Eletrénica do Hospital Universitario Presidente Dutra (HU-UFMA), tendo inicio em 2019 e
finalizacdo em 2021 e realizada com pacientes diagnosticados entre 2007 e 2021.

4.3 Critérios de inclusao
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Foram incluidos nesta pesquisa pacientes com diagnostico clinico-histopatologico de
cancer de pénis, maiores de 18 anos e que realizaram procedimento cirdrgico como primeira

opcao de tratamento.

4.4 Critérios de ndo inclusao

Né&o foram incluidos nesta pesquisa pacientes com diagndstico clinico-histopatoldgico
de céancer de pénis atendidos no Hospital Universitario Presidente Dutra (HU-UFMA) e
Hospital do Céancer Aldenora Bello (HCAB) com dados incompletos no prontuario médico que
impossibilitassem o levantamento de dados demograficos, clinicos e laboratoriais. Como

também, aqueles com auséncia de material em condi¢des adequadas para estudos morfologicos.

4.5 Variaveis da pesquisa

As variaveis demogréficas previstas para avaliacdo neste estudo foram raca e idade do
paciente e, através da revisdo de prontuario dos pacientes, foram coletadas outras informacgoes
tais como ocupacdo, escolaridade, estado civil, tipo de residéncia, renda per capita, tabagismo,
etilismo, zoofilia, higiene pessoal, nimero de parceiros, idade da primeira relacdo sexual. As
varidveis clinico-histopatologicas foram histérico de ISTs (Infeccbes Sexualmente
Transmissiveis), histdria pessoal e familiar de cancer, idade ao diagnostico, inicio dos sintomas,
caracteristicas macroscopicas da lesdo, tamanho e localizagcdo da lesdo, tipo e subtipo
histolégico, nivel de infiltracdo, grau de diferenciacdo celular, margens cirurgicas,
estadiamento clinico-patologico, presenca de invasdo angio-linfatica e perineural, infiltrado
inflamatdrio intra/peritumoral, comprometimento linfonodal, presencga de metastase, sobrevida
livre da doenca (SLD), que foi calculada como o periodo entre o inicio do tratamento e a data
da ultima informacdo objetiva observada para 0s pacientes nesta data.
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4.6 Revisao de laminas histoldgicas e selecdo de &rea para estudo

Apos aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, foram separados 0s casos, cujas
laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), foram submetidos a nova leitura para
confirmacéo do diagnostico histologico e classificagdo dos tumores de acordo com os critérios
propostos pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) (EDGE, 2009). A revisdo de
laminas foi conduzida por dois patologistas de forma independente.

A subclassificagdo dos tumores (CECs) baseou-se em critérios estabelecidos na
literatura médica (WHO, 2016), sendo a variante usual do Carcinoma escamocelular
caracterizada por um tumor de apresentacdo plano-endofitica, produtor de queratina, com
células de citoplasma amplo, sem formacdo de papilas ou fistulas, organizadas em ninhos
solidos ou trabéculas, sendo de certa forma, um padréo residual ap6s inobservancia de critérios
classificadores das demais variantes, ou seja, uma categoria de exclusdo para tumores que ndo
preenchem critérios para os demais subtipos do CEC. Considerou-se areas de aspecto basaloide
no CEC usual, a presenca de &reas com células epiteliais arredondadas, citoplasma reduzido,
aumento da relagdo ndcleo-citoplasma, sem comedonecrose, que comprometesse ndo mais que
20% da neoplasia representada nas amostras de tumor avaliadas, e que ndo se enquadravam na
variante basaloide ou nas outras variantes do CEC, conforme Figura 3, observa-se a viséo
histolégica do CEC de pénis com &reas de aspecto basaloide.

Figura 3. Subtipo histolégico usual do CEC com areas de aspecto basaloide.

A: Ninhos arredondados com ceratinizagdo (HE 40x) B: — Células com escasso citoplasma e sem
ceratinizacdo (HE 100x)

&
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C: Ninhos arredondados, com pouco citoplasma e sem | D: Corddes de células com pouco citoplasma e
ceratinizagdo (HE 2002x)

frequentes mitoses (HE 400x)

"Asb 7
‘.0%@-;‘/% “' &
Q &
o o 9'! éjé‘
\b ’\o S é-' ; ‘3”,0!
56.4. 2
R R -g§b Y 1

4.7 Analise Imuno-histoquimica

Apos a escolha do de 01 bloco de parafina de cada caso através da revisdo de laminas,
foram feitas secc¢des histologicas de 03um de espessura e colocadas sobre laminas previamente
banhadas com solucdo de Poly-L-Lysina a fim de propiciar melhor aderéncia a elas. As laminas
foram dispostas em estufa com temperatura de aproximadamente 65°C na noite anterior ao
ensaio imunohistoquimico (overnight). Seguiram-se as etapas de desparafinizacdo, bloqueio da
peroxidase enddgena, blogueio da enzima enddgena biotina, aplica¢do do anticorpo primério
monoclonal anti-p53, pl6 e ki67, aplicacdo do blogqueador poés-primario, amplificacdo da
expressdo do anticorpo primario, revelagdo em cromogeno 3,3’-Diaminobenzidina, contra
coloracdo em Hematoxilina de Harris e montagem das laminas para anélise em microscopio
Optico. A avalicdo da p53 foi realizada com base no escore adotado por Lopes et al,
considerando positivo quando a imunomarcacdo € observada > 50% das células tumorais
(LOPES et al., 2002). Para o KI-67, utilizou-se os critérios alta e baixa marcacgéo, tendo a marca
de separacdo em 40,5% adotada por Berdjis et al. (2005). Foi realizada uma estratificacdo para
marcacgdo da p16, variando em escores de 0 a 3, sendo 0 - nenhuma marcacao celular, marcacéo
focal, placas descontinuas e todas as células tumorais positivas, mas que, contudo, apenas
quando todas as células eram positivas (escore 3) foi considerado a imunomarcagéo positiva
para a oncoproetina p16 (CUBILLA et al., 2011).
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4.8 Deteccao e genotipagem do Papilomavirus Humano (HPV)

Para obtencao de material genético (DNA) de tecido FFPE, foram realizados trés cortes
de 10 um de cada material parafinado e transferidos para um microtubo de 2,0 mL. Adicionado
1,0 mL de xilol em cada amostra, as quais foram incubadas por 5 minutos a 50°C para remocao
do excesso de parafina. As amostras foram centrifugadas a 14.000 RPM por 2 minutos, apds
esta etapa foi descartado o sobrenadante e 0 mesmo procedimento foi feito por 03 vezes.
Adicionou-se 1,0 mL de etanol absoluto apoés a retirada do sobrenadante na ultima lavagem. As
amostras foram centrifugadas novamente a 14.000 RPM por 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado e a lavagem com etanol foi repetida. Apos a lavagem com etanol as amostras foram
submetidas as etapas de isolamento de DNA por meio do kit QlAamp DNA FFPE Tissue
(QiagenCat No/ ID 56404), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. As amostras foram
avaliadas quanto a qualidade de extracdo através de quantificacdo de material total em
espectrofotdmetro Quibit® v. 3.0, com concentracdes expressas em ng/ pL, e com avaliacdo de
pureza com medidas 260/280 (entre 1,8 e 2,0) e 260/230 (acima de 1,0).

A deteccdo molecular do HPV foi conduzida por PCR (Polymerase Chain Reaction)
convencional, em duas etapas (tipo nested). Na primeira PCR foi utilizado um conjunto de
primers genérico denominados PGMY09/11, descrito por Gravitt et al. (2002), que produzem
um fragmento de 450pb da regido L1 do capsideo do HPV. Na segunda PCR utilizou-se o
primer GP5+/6+ (JACOBS et al., 1997), o qual gerou um amplicon de 170pb, sendo
correspondente a regido L1 do capsideo viral. Como controle positivo da reacéo, foi utilizado
um par de primers para o gene da B-globina (fragmento de 366 pb). O mix final é de 25 pL para
cada amostra, utilizando o kit Mastermix PCR Platinum Superfi (Life Technologies™),
seguindo-se de 45 ciclos de 94°C por 45 segundos, 40°C por 1 min e 72°C por 1min; e por fim
72°C por 10 minutos. Os amplicons foram separados em gel de agarose a 1,5%, submetidos a
uma tenséo constante de 90V por 40 min, sendo considerados positivos aqueles que possuiram

amplificacdo para o gene da B-globina e GP5+/6+.

Para a genotipagem das amostras positivas para HPV, foi realizado através de PCR e
sequenciamento. As sequéncias nucleotidicas obtidas foram colocadas no software MEGA 6.0,
e em seguida as sequéncias foram comparadas com as do banco de dados do GeneBank/NCBI,
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utilizando-se o Blast — Basic Local Alignment Search Tool - como ferramenta para a

genotipagem (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A Figura 4 descreve as alteragbes

consideradas para deteccao histoldgica do HPV.

Figura 4. Cortes histologicos de tumor de pénis exibindo coilocitose (seta vermelha) com
binucleacdo, vacuolizagao e atipia nuclear (Ampliagédo 100X).

4.9 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi conduzida seguindo as regulamentacdes previstas na resolucdo CNS
n. 466/2012. As amostras utilizadas sdo provenientes de um biorrepositério de pesquisa do
Laboratério de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica (LIME) do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhéo, coletadas ao longo dos seguintes projetos de pesquisas
intitulados: “Andlise clinico-epidemiologica, histoldgica e imuno-histoquimica do cancer
peniano no estado Maranhdo”. Parecer n.% 1.093.435. CAAE: 43774215.7.0000.5086;
“Identificacdo de sitios de integracdo gendmicos do papilomavirus humano (HPV) em tumores
de pénis de pacientes do estado do Maranhdo”. Parecer n.%: 3.122.045. CAAE:
05918918.9.0000.5086; “Perfil fisiopatoldgico e molecular de tumores de pénis associados a
infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV)”. Parecer n.%: 4.228.789. CAAE:
30760420.3.0000.5086


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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4.10 Analises de dados

Os dados foram tabulados e analisados estatisticamente no programa SSPS v. 23.0
(Chicago, IL, USA). Foi realizado o teste do Qui-quadrado verificar associagdo entre as
varidveis categoricas e o teste de Mann-Whitney para verificar variaveis numéricas entre o0s
subtipos histoldgicos dos avaliados. A analise de sobrevida foi realizada pelo método de
Kaplan-Meier para determinar a sobrevida livre de doenca e sua relagdo com o tipo histolégico.
O teste de log-rank foi usado para comparar as curvas de sobrevivéncia. Para todas as analises

foram considerados resultados significantes aqueles com p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Foram analisados retroativamente 96 pacientes afetados por CEC e se esclarece que
algumas informacdes nao estavam disponiveis no banco de dados. Assim, da amostra avaliada,
68 pacientes formaram o grupo histologico usual sem areas de aspecto basaloide e 28 formaram
0 grupo usual com é&reas de aspecto basaloide. Comparando-se esses dois grupos, nao foram
verificadas diferengas estatisticamente significativas entre varidveis sociodemogréficas, com
excecdo da renda (p=0,026). Observou-se que, respectivamente no grupo usual sem areas de
aspecto basaloide e grupo usual com areas de aspecto basaloide, predominaram idosos, acima
de 60 anos, 47,1% e 50,0%, residentes da regido norte do estado, 63,5 e 53,3%, pardos em
56,0% dos avaliados do grupo usual sem areas de aspecto basaloide e 45,0% de brancos e 45%
de pardos no grupo usual com areas de aspecto basaloide. Casados foram observados em ambos
0s grupos, 53,3 e 62,5%, sem e com areas de aspecto basaloide, respectivamente, assim como
nenhuma escolaridade ou ensino fundamental incompleto (74,4 e 73,7%), lavradores (56,1 e
52,4%), residéncia rural (63,8 e 58,8%). A renda de menos de um salario-minimo ao més foi
mais frequente no grupo usual sem areas de aspecto basaloide (94,6%) que no grupo usual com
areas de aspecto basaloide (70,6%), diferenca estatisticamente significativa (valor de = 0,026)
(Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo sociodemografica de pacientes submetidos a tratamento cirdrgico para
Carcinoma de Células Escamosas de pénis em S&o Luis, Maranhao.

Grupos histologicos
CEC! Usual grupo CEC Usual grupo

o Total . .
Variéveis sem areas de aspecto com éreas de p-valor
basaloide aspecto basaloide
n (%) n (%) n (%)
Idade ao diagnéstico
23a35 8(8,3) 3(4,4) 5 (17,9) 0,134
36 a 47 1(1) 1(1,5) 0 (0)
48 a 59 40 (41,7) 31 (45,6) 9(32,1)
60 ou mais 47 (49) 33 (48,5) 14 (50)
Naturalidade*
Centro 6 (9,0) 5(9,6) 1(6,7) 0,253
Leste 9(13,4) 7 (13,5) 2(13,3)
Norte 41 (61,2) 33 (63,5) 8(53,3)
Oeste 8(11,9) 5(9,6) 3(20,0)

Outros Estados 3 (4,5) 2(3,8) 1(6,7)
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Raca / cor*
Branca 14 (38,9) 9 (36,0) 5 (45,5) 0,841
Parda 19 (52,8) 14 (56,0) 5 (45,5)
Preta 3(8,3) 2(8,0) 1(9,1)

Estado Civil*
Solteiro 26 (31,0) 20 (33,3) 6 (25,0) 0,722
Casado 47 (56,0) 32 (53,3) 15 (62,5)
Vilvo/outros 11 (13,0) 8 (13,4) 3(12,5)

Escolaridade*
Nenhuma ou Fundamental inc. 43 (74,1) 29 (74,4) 14 (73,7) 0,530
Fundamental ou médio incompleto 11 (19,0) 9(23,1) 2 (10,5)
Médio completo ou Superior 4 (6,9) 1(2,6) 3(15,8)

Ocupagéo™
Lavrador 43 (55,1) 32 (56,1) 11 (52,4) 0,120
Aposentado 15 (19,2) 12 (21,1) 3(14,3)
Pescador 6 (7,7) 5(8,8) 1(4,8)
Outros 14 (17,9) 8 (14) 6 (28,6)

Residéncia*
Urbana 24 (37,5) 17 (36,2) 7(41,2) 0,715
Rural 40 (62,5) 30 (63,8) 10 (58,8)

Renda per capita*
< 1 salario-minimo por més 47 (87,0) 35 (94,6) 12 (70,6) 0,026
> 1 salario-minimo por més 7 (13,0) 2 (54) 5 (29,4)

* Sem registro em prontudrio: dados perdidos ou ndo informados pelos pacientes.

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos histologicos em
relacdo ao estilo de vida, habitos e sintomas referidos, mas se observa um maior percentual de
casos no grupo usual com areas de aspecto basaloide em relacdo ao tabagismo (78,9%), etilismo
(76,9%) e idade na primeira relacdo sexual inferior a 18 anos (92,3%). A presenca de verruga
genital foi mais observada no grupo usual sem éreas de aspecto basaloide (16,0%) que no grupo
usual com areas de aspecto basaloide (6,7%). A referéncia a zoofilia, higiene genital ruim, mais
de 10 parceiras sexuais, historia familiar de cancer e prepucio fimético foram proximamente
distribuidas entre os grupos, sendo presentes na populacdo total em 45,2, 67,2, 50,0, 53,6 e
86,2%, respectivamente. Os sintomas apareceram em até 12 meses em 57,6% da populacdo
total, sendo o mais referido uma ferida por 22,0% no grupo usual sem areas de aspecto basaloide

e 42,1% grupo usual com areas de aspecto basaloide (Tabela 2).

Tabela 2. Estilo, habitos de vida e sintomas referidos de pacientes submetidos a tratamento

cirurgico para Carcinoma de Células Escamosas de pénis em S&o Luis, Maranhao.

Grupos histoldgicos

CEC! Usual CEC Usual
Variaveis* Total grupo sem areas  grupo com areas  p-valor
de aspecto de aspecto

basaloide basaloide
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n (%) n (%) n (%)

Tabagismo™
Sim 43 (63,2) 28 (57,1) 15 (78,9) 0,094
Né&o 25 (36,8) 21 (42,9) 4(21,1)

Etilismo*
Sim 36 (67,9) 26 (65,0) 10 (76,9) 0,511
Né&o 17 (32,1) 14 (35,0) 3(231)

Zoofilia
Sim 23 (54,8) 14 (53,8) 9 (56,3) 0,879
Né&o 19 (45,2) 12 (46,2) 7 (43,8)

Verruga genital
Sim 5 (12,5) 4 (16,0) 1(6,7) 0,383
Né&o 35 (87,5) 21 (84,0) 14 (93,3)

Higiene Genital
Sim 39 (67,2) 28 (66,7) 11 (68,8) 0,880
Néo 19 (32,8) 14 (33,3) 5(31,3)

Historico de IST?
Sim 17 (34,7) 10 (31,3) 7(41,2) 0,487
Né&o 32 (65,3) 22 (68,8) 10 (58,8)

N° de Parceiras*
la3 3(6,8) 3(10,7) 0 (0,0 0,572
4a4 9 (20,5) 6 (21,4) 3(18,8)
6al0 10 (22,7) 6 (21,4) 4 (25,0)
10 ou mais 22 (50,0) 13 (46,4) 9 (56,3)

Idade Relacdo Sexual™
>18 anos 7(17,9) 6 (23,1) 1(7,7) 0,238
<18 anos 32(82,1) 20 (76,9) 12 (92,3)

Histéria Familiar de Cancer*
Sim 13 (46,4) 10 (47,6) 3(42,9) 0,827
N4o 15 (53,6) 11 (52,4) 4 (57,1)

Prepucio*
Curto 2(3,1) 0 (0,0 2(11,1) 0,063
Longo 7 (10,8) 6 (12,8) 1(5,6)
Fimotico 56 (86,2) 41 (87,2) 15 (83,3)

Inicio dos sintomas*
Até 6 meses 14 (21,2) 9 (18,8) 5 (27,8) 0,879
7 -12 meses 24 (36,4) 19 (39,6) 5 (27,8)
13-18 meses 11 (16,7) 8 (16,7) 3 (16,7)
19-24 meses 8(12,1) 6 (12,5) 2(11,1)
> 24 meses 9 (13,6) 6 (12,5) 3 (16,7)

Sintomas referidos*
Ferida 19 (27,5) 11 (22,0) 8 (42,1) 0,095
Coceira 10 (14,5) 8 (16,0) 2 (10,5) 0,564
Prurido 9 (13,0) 7 (14,0) 2 (10,5) 0,702
Ardéncia 5(7,4) 4 (8,2) 1(5,3) 0,681
DisUria 5(7,2) 5 (10,0) 0(0,0) 0,152

* Dados perdidos ou ndo informados pelo paciente; * Carcinoma de Células Escamosas; 2Infeccdes Sexualmente

Transmissiveis.

Em ambos os grupos, portanto na populacdo geral, verificou-se auséncia de diferencas

estatisticamente significativas em relagdo as caracteristicas da lesdo. A maioria dos pacientes

foi submetido a cirurgia de penectomia parcial (74,0%), tumor primario localizado na glande

(42,6%), com 2,1 a 5,0 cm de diametro (65,2%), unifocal (88,2%). No grupo usual sem areas

de aspecto basaloide predominou a lesdo ulcerada (43,3%) e no grupo usual com areas de
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aspecto basaloide, a ulcero-vegetante (46,2%). Foram observadas diferengas significativas em
relacdo ao grau de diferenciagdo, com 100,0% do grupo usual com areas de aspecto basaloide
e 64,7% do grupo usual sem areas de aspecto basaloide com grau 3 (valor de p < 0,001) e no
estadiamento (p = 0,042), com predominio do estagio Il (64,7 e 78,6%, grupo sem e com areas
de aspecto basaloide, respectivamente), porém 25,0% do grupo usual sem areas de aspecto
basaloide apresentou estagio I, percentual superior ao observado no grupo usual com areas de
aspecto basaloide (3,6%). A amplitude do tempo de livre da doencga no grupo usual com areas
de aspecto basaloide foi menor que no grupo usual sem areas de aspecto basaloide, de 0 a 31
meses e de 0 a 62 meses, respectivamente, porém sem diferenca estatisticamente significativa
(Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas da lesdo de pacientes submetidos a tratamento cirdrgico para
Carcinoma de Células Escamosas de pénis em Séo Luis, Ma. Sdo Luis, Maranhdo, 2022.

Grupos histoldgicos

CEC! Usual CEC Usual
Varidveis Total grupo sem areas  grupo com areas p-valor
de aspecto de aspecto
basaloide basaloide
n (%) n (%) n (%)
Tipo de cirurgia
Exérese / Glandectomia / Postectomia 7(7,3) 4 (5,9) 3(10,7) 0,588
Penectomia parcial 71 (74,0) 50 (73,5) 21 (75,0)
Penectomia total / Emasculacédo 18 (18,8) 14 (20,6) 4 (14,3)
Topografia*
Restrito ao prepucio / sulco coronal 7(7,4) 4 (6,0) 3(11,1) 0,256
Glande 40 (42,6) 29 (43,3) 11 (40,7)
Glande e preptcio / glande e sulco coronal 26 (27,7) 16 (23,9) 10 (37,0)
Glande e corpo / corpo 21 (22,3) 18 (26,9) 3(11,1)
Tamanho da leséo*
0,6 -2,0cm 9(9,8) 7 (10,9) 2(7,0) 0,848
2,1-50cm 60 (65,2) 41 (64,1) 19 (67,9)
>5,0cm 23 (25,0) 16 (25,0) 7 (25,0)
Caracteristicas da lesdo*
Ulcerada 34 (36,6) 29 (43,3) 5(19,2) 0,194
Ulcero-vegetante 33 (35,5) 21 (31,3) 12 (46,2)
Vegetante/VVerrucosa 14 (15,1) 9(13,4) 5(19,2)
Outras 12 (12,9) 8 (11,9) 4 (15,4)
Grau de diferenciacéo
G1-G2 24 (25,0) 24 (35,3) 0 (0,0 <0,001
G3 72 (75,0) 44 (64,7) 28 (100,0)
Focalidade Tumoral*
Unifocal 75 (88,2) 53 (88,3) 22 (88,0) 0,965
Multifocal 10 (11,8) 7(11,7) 3(12,0)
Estadiamento
Estagio | 18 (18,8) 17 (25,0) 1(3,6) 0,042
Estagio Il 66 (68,8) 44 (64,7) 22 (78,6)
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Estégio Il 12 (12,5) 7(10,3) 5(17,9)
Tempo de livre da doenga
Med (Min — Max) 8 (0-62) 8 (0-62) 11(1-31) 0,631 £

* Dados perdidos ou ndo informados pelo paciente; * Carcinoma de Células Escamosas; £ Mann-Whitney.

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos histoldgicos na
avaliacdo da invasédo tumoral e comprometimento tecidual, com excecdo da presenga do
infiltrado linfocitario. Ainda assim, observou-se maioria de invasdo angio-linfatica, perineural
e comprometimento de corpos cavernosos no grupo usual com areas de aspecto basaloide, 53,6,
53,6 e 55,6%, respectivamente, comparado ao grupo usual sem &reas de aspecto basaloide
demonstrou os seguintes percentuais para essas variaveis, 38,2, 47,1 e 43,8%, respectivamente.
Verificou-se distribuicdes aproximadas entre os grupos em relacdo ao padrdo de invasdo
expansiva, comprometimento de corpo esponjoso e uretra, e ndo comprometimento da tanica
da albuginea, associacdo com carcinoma in situ, presen¢a de transformacdo sarcomatoide,
presenca de liquen escleroso, tumor primario pT3, auséncia de linfadenomegalia. A presenca
do infiltrado linfocitario foi observada em ambos os grupos, sendo 98,5% do grupo usual sem
areas de aspecto basaloide e em 89,3% do grupo usual com areas de aspecto basaloide (valor
de p = 0,041) e a localizagéo do infiltrado peritumoral foi mais frequente no grupo usual sem
areas de aspecto basaloide (59,1%) e peritumoral / intratumoral, no grupo usual com areas de
aspecto basaloide (53,8%). A metastase linfonodal ndo exibiu diferenca significativa. (Tabela
4).

Tabela 4. Niveis de invasdo e comprometimento tecidual de pacientes submetidos a penectomia
para Carcinoma de Células Escamosas usual de pénis em Sao Luis, MA. S&o Luis, Maranhao,
2022,

Grupos histologicos
CEC! Usual grupo  CEC Usual grupo

- Total . .
Variéveis sem areas de com éreas de p-valor
aspecto basaloide aspecto basaloide
n (%) n (%) n (%)
Padréo de invasdo*
Expansiva 43 (62,3) 30 (63,8) 13 (59,1) 0,705
Infiltrativa 26 (37,7) 17 (36,2) 9 (40,9)
Invaséo angio-linfatica
Presente 41 (42,7) 26 (38,2) 15 (53,6) 0,167
Ausente 55 (57,3) 42 (61,8) 13 (46,4)
Invasdo perineural
Presente 50 (52,1) 32 (47,1) 18 (64,3) 0,125
Ausente 46 (47,9) 36 (52,9) 10 (35,7)

Invasdo em corpos cavernosos*
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Presente 43 (47,3) 28 (43,8) 15 (55,6)
Ausente 48 (52,7) 36 (56,3) 12 (44,4) 0,303
Corpo esponjoso*
Livres 16 (17,6) 13 (20,3) 3(11,1) 0,292
Comprometidos 75 (82,4) 51 (79,7) 24 (88,9)
Comprometimento Uretral*
Livre 33(37,1) 24 (38,7) 9(33,3) 0,709
Comprometida por contiguidade 9 (10,1) 7(11,3) 2(7,4)
Comprometida 47 (52,8) 31 (50,0) 16 (59,3)
Tunica da Albuginea™
Livre 48 (53,9) 34 (54,8) 14 (51,9) 0,795
Comprometida 41 (46,1) 28 (45,2) 13 (48,1)
Carcinoma in situ associado
Presente 73 (76,0) 51 (75,0) 22 (78,6) 0,709
Ausente 23 (24,0) 17 (25,0) 6 (21,4)
Transformacdo sarcomatoide*
Presente 26 (27,4) 15 (22,4) 11 (39,3) 0,092
Ausente 69 (72,6) 52 (77,6) 17 (60,7)
Infiltrado Linfocitario*
Presente 91 (95,8) 66 (98,5) 25 (89,3) 0,041
Ausente 4 (4,2) 1(1,5) 3(10,7)
Localizacdo do infiltrado*
Peritumoral 51 (55,4) 39 (59,1) 12 (46,2) 0,261
Peritumoral e intratumoral 41 (44,6) 27 (40,9) 14 (53,8)
Liquen Escleroso associado™
Presente 26 (27,7) 20 (29,9) 6 (22,2) 0,935
Ausente 68 (72,3) 47 (70,1) 21 (77,8)
Tumor primario
pT1 21 (21,9) 17 (25,0) 4 (14,3) 0,606
pT2 26 (27,1) 17 (25,0) 9(32,1)
pT3 47 (49,0) 33 (48,5) 14 (50,0)
pT4 2(2,1) 1(1,5) 1(3,6)
Linfadenomegalia
Sim 31 (46,3) 22 (45,8) 9 (47,4) 0,959
Né&o 36 (53,7) 26 (54,2) 10 (52,6)
Linfonodos metastaticos
pNO 2(2,1) 2(2,9) 0 (0,0) 0,504
pN1 — pN2 2(2,1) 1(1,5) 1(3,6)
pN3 9(9,4) 5(7,4) 4 (14,3)
pNX 83 (86,5) 60 (88,2) 23(82,1)
Extensdo extranodal
Presente 26 (72,2) 18 (72,0) 8 (72,7) 0,964
Ausente 10 (27,8) 7 (28,0) 3(27,3)
Metéastase linfonodal
Com metéstase 32 (84,2) 20 (76,9) 12 (100,0) 0,070
Sem metastase 6 (15,8) 6 (23,1) 0(0,0)
Metastase a distancia
pMO — pMx 94 (97,9) 67 (98,5) 27 (96,4) 0,512
pM1 2(2,1) 1(1,5) 1(3,6)

* Dados perdidos ou ndo informados pelo paciente; * Carcinoma de Células Escamosas.

Majoritariamente, a populagdo total apresentou HPV positivo (80,6%), dentre os

positivos, foi possivel realizar genotipagem em apenas 51,8%. Os tipos de HPV encontrados
foram 6, 11, 16, 30, 35, 53, 56, 59, 66, 70, 74, com infecgdo em 79,2% e multiplas em 20,8%
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dos casos positivos. A presenca de coilocitose foi observada em 64,6% e alto risco oncogénico
(16, 35, 56, 59 e 66) foram observadas 87,5% da populagéo total.

Na avaliacdo imuno-histoquimica, o marcador ki67 alto foi observado em 41,1% no
grupo usual sem &reas de aspecto basaloide e 50,0% do grupo usual com areas de aspecto
basaloide, em relacdo ao marcador p53 negativo, foi mais observado em 50,0% do grupo usual
com areas de aspecto basaloide, porém o grupo usual sem areas de aspecto basaloide apresentou
menor percentual, 39,9% dessa populacdo, o marcador p16 se apresentou negativo em 81,2%
da populacdo total, sendo verificada no grupo usual com areas de aspecto basaloide 37,5% e
apenas em 10,7% no outro grupo, diferenca estatisticamente significativa (valor de p = 0,005)
(Tabela 5).

Tabela 5. Detecgdo do HPV e marcadores imunohistoquimicos de pacientes submetidos a
tratamento cirargico para Carcinoma de Células Escamosas de pénis em S&o Luis, Ma. S&o
Luis, Maranhdo, 2022.

Subtipo histolégico

CEC grupo
Variaveis Total CEC! Usual us%al com areas p-valor
e aspecto
basaloide
n (%) n (%) n (%)
Deteccdo de HPVZ*
Negativo 12 (19,4) 9 (19,6) 3(18,8) 0,943
Positivo 50 (80,6) 37 (80,4) 13 (81,3)
Genotipagem*
Demais tipos de HPV 6 (25,0) 6 (30,0) 0(0,0) 0,206
Infeccdo simples/Multipla 18 (75,0) 14 (70,0) 4 (100,0)
Coilocitose
Presente 62 (64,6) 45 (66,2) 17 (60,7) 0,611
Ausente 34 (35,4) 23 (33,8) 11 (39,3)
Tipo de infeccio*
Simples 19 (79,2) 16 (80,0) 3(75,0) 0,822
Maltipla 5 (20,8) 4 (20,0) 1(25,0)
Risco oncogénico*
Baixo risco 3(12,5) 3(15,0) 0(0,0) 0,408
Alto risco 21 (87,5) 17 (85,0) 4 (100,0)
ki67*
Baixo 45 (56,2) 33 (58,9) 12 (50,0) 0,461
Alto 35 (43,8) 23(41,1) 12 (50,0)
p53*
Negativo 34 (42,5) 22 (39,3) 12 (50,0) 0,646
Positivo + 17 (21,2) 13 (23,2) 4 (16,7)
Positivo ++ 29 (36,2) 21 (37,5) 8 (33,3)
pl6*
Negativo 65 (81,2) 50 (89,3) 15 (62,5) 0,005

Positivo 15 (18,8) 6 (10,7) 9 (37.,5)




45

* Dados perdidos ou ndo informados pelo paciente; * Carcinoma de Células Escamosas; 2 Papilomavirus Humano.

Na analise de Sobrevida Livre da Doenca (SLD) pela curva de Kaplan-Meier, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos sem e com areas de aspecto basaloide,
porém esse Ultimo apresenta menor sobrevida que o grupo usual sem &reas de aspecto basaloide
(Figura 5).

Figura 5. Analise de sobrevida livre da doenca dos pacientes submetidos a tratamento cirdrgico

para Carcinoma de Células Escamosas de pénis em Sao Luis, Maranhdo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou retrospectivamente pacientes afetados com CEC de pénis
subtipo usual com areas de aspecto basaloide para analisar se aspecto o basaloide seria um
achado relacionado a maior agressividade tumoral. Contudo, ndo foram identificadas diferengas
significativas nas varidveis analisadas, apesar de morfologicamente, observar-se que os CECs
usuais com areas de aspecto basaloide tinham maior percentual de fatores de risco
sociodemogréaficos, como presenca de invasdo angio-linfatica e perineural e comprometimento

de corpos cavernosos e linfonodal.

Comparando-se esses dois grupos, predominaram idosos, acima de 60 anos, residentes
da regido norte do estado, pardos e casados em ambos 0s grupos, assim como nenhuma baixa
ou nenhuma escolaridade, residéncia rural, lavradores e renda menor que um salario-minimo.
De forma geral, nossos achados corroboram com a literatura no que tange fatores
sociodemogréaficos observados na populacao afetada pelo CEC de pénis. Como no estudo de
Vieira (2020), realizado com 116 pacientes com cancer de pénis atendidos no Hospital
Universitario do Maranhdo entre 2016 e 2018, onde maior parte dos pacientes eram residentes
da zona rural (57,0%), casados (74,0%), agricultores e sem escolaridade ou até o ensino

fundamental, com idade média de 60 anos (54%).

Os dados da literatura reforcam a percepcdo de que a doenga acomete comumente
homens entre a faixa etaria de 50 a 70 anos (FONSECA et al., 2010) e nossos resultados se
aproximam dos dados da Sociedade Brasileira de Urologia, onde individuos com mais de 50
anos de idade sdo afetados. Um alerta € observado no estudo de Miranda (2018), que analisou
a epidemiologia do cancer de pénis no Brasil entre os anos de 1985 e 2015 e mostrou uma
frequéncia 10,0% de acometimento pela doenca nos jovens de até 40 anos. Nessa linha, em
nosso estudo, o grupo usual com areas de aspecto basaloide exibiu maior percentual na faixa de
idade até 35 anos. De qualquer forma, sdo percentuais preocupantes, uma vez que tratamentos
como emasculacao e penectomia, parcial ou total, sdo o padréo-ouro e tém sido aplicados em
homens sexualmente ativos, resultando em sequelas fisicas, impacto na qualidade de vida e no
bem-estar sexual, com consequente disfungéo psicoldgica (VIEIRA, 2020). Como observado

por Campos (2018), impde-se a importancia de investigacao de qualquer lesdo peniana suspeita,
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independentemente da idade. E dada essa variagdo observada na literatura e a existéncia de
poucos estudos publicados sobre cancer de pénis nessa faixa etaria, bem como ainda é

indeterminado se a idade mais jovem pode ser relacionada a agressividade do tumor.

O estudo de Couto et al. (2014), que investigou e analisou o perfil epidemiologico do
cancer de pénis no estado de Pernambuco, demonstrou que 50,0% dos pacientes eram
analfabetos e 43,2% tinham apenas a primeira série e somente 6,8% estudaram ou concluiram

o colegial e 67,0% tinham emprego no ambito informal.

Similares aos nossos achados em relagéo a predominancia de individuos casados. Outros
estudos divergem do nosso e traz uma alusdo a frequéncia do cancer de pénis em homens
solteiros, como referido por Torbrand et al. (2017), que relata solteiros ou divorciados com
maior risco de Céancer de Pénis, porém ainda ndo ha nenhuma evidéncia voltada para esta
associacao. O autor ainda conclui que baixo nivel educacional, baixa renda e morar em uma
casa de uma unica pessoa aumentam o risco de cancer de pénis em estagio avancado
(TORBRAND et al., 2017).

Esse conjunto de resultados, relacionados a fatores socioecondmicos, como idade,
escolaridade, estado civil e renda podem resultar em uma menor sensibilidade para o auto
cuidados, dificuldade de acesso aos servigos de salde e ao acesso a informacdo quanto ao cancer
de pénis, fatores que, em conjunto colaboram para demora no tratamento e por conseguinte,
piora do quadro clinico de uma doenca prevenivel, sendo ainda comum o diagndstico tardio do
cancer de pénis culminando na penectomia total (LEAL et al., 2012; SOUSA et al., 2014,
ANTIQUEIRA, 2020).

Nossos achados em relacdo elevado percentual de tabagismo, convergem quando
comparado a outras localidades, onde a populacdo avaliada apresenta maior proporcao de
fumantes entre os pacientes com cancer de pénis, como o Rio de Janeiro, com 56,5%
(KOIFMAN et al., 2011), Canada, 50,0% (BEECH et al., 2015) e aproximado ao Paraguai, com
76,0% (CHAUX et al., 2013).

A zoofilia foi um achado interessante, como em nossos achados, Vieira et al. (2020)
encontraram elevado percentual da pratica de zoofilia (60,0%), dados semelhantes aos de Zequi
et al. (2012), que, a fim de investigar caracteristicas do comportamento sexual com animais e a

associacdo com o CaPe, indicaram a zoofilia como um novo fator associado com o
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desenvolvimento da doenga, realizaram um estudo caso-controle da populagéo brasileira com
118 pacientes com diagnostico de cancer de pénis e 374 livres da doenca, respectivamente
nesses grupos, 44,9% e 31,6% reportaram esse habito, sendo confirmado como fator de risco
apos a analise multivariada, sugerindo que o contato entre o tecido peniano e a mucosa genital
animal pode resultar em micro-trauma e exposicdo a fluidos ano-genitais, que podem ser

antigénicos ou carcinogénicos em humanos (BUSSO, 2013).

O tabagismo foi mais frequente em ambos 0s grupos, principalmente no grupo usual
com éreas de aspecto basaloide. E um fator de risco associado com o desenvolvimento de
diversas outras neoplasias (INCA, 2022) e estudos relataram a maior incidéncia de CaPe em
fumantes (KOIFMAN et al., 2011; COUTO et al., 2014). O estudo de Montiel et al. (2017), que
objetivou descrever a sobrevida de pacientes com cancer de pénis em cinco anos, foi verificado
que o uso de tabaco aumenta a morbimortalidade em pacientes com cancer de pénis, sendo mais

comum nessa populacédo lesbes maiores que 5 cm, resultante do atraso no tratamento.

Colberg et al. (2018), objetivando identificar diferencas globais quanto a incidéncia,
fatores sociais e de risco do cancer de pénis, verificou em sua revisdo que a fimose e doencas
inflamatorias crénicas do pénis, incluindo as sexualmente transmissiveis, estdo associadas a

maiores riscos da doenca, cuja prevencao é feita com exame clinico regular.

Segundo Morris, Matthews e Krieger (2020), a presenca de fimose na idade adulta é
superior a 3,4% e entre individuos com cancer de pénis, a prevaléncia varia de 25 a 75%
mundialmente, como descrito por Heller et al. (2016). A contribuicdo da fimose na génese do
cancer pode ser atribuida ao acimulo de esmegma, maior incidéncia de HPV ou como fator
carcinogénico isolado (LETENDRE; SAAD; LATTOUF, 2011; ALBERO et al., 2013).

Belfort (2017) verificou a prevaléncia de 67,0% de fimose em sua amostra, percentual
aproximado ao de Vieira (2020), identificou que 66,0% dos individuos acompanhados
apresentavam histérico de fimose e que os 24,0% que representavam 0S pacientes

circuncidados, a postectomia foi realizada na vida adulta.

Com percentual superior aos nossos, Vieira (2020), identifica que 73,0% dos individuos
avaliados relataram ter higiene inadequada. A falta de higiene na promocé&o do tumor pode estar
relacionada com a irritagdo crbnica causada pela presenca de esmegma, que tem sido

considerado agente cancerigeno (KORKES, 2020), além de ser resultante da higiene
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inadequada, o esmegma pode ser acumulado na presenca do prepucio fimotico. Outro fator
importante considerado por Fortier et al. (2017), que avaliou os beneficios da consulta
especializada para lesdes cutaneas penianas, é relacionado ao fato de a fimose esconder uma
lesdo em glande, silenciosa, podendo ser descoberta quando a lesdo externamente ou na

presenca de odor fétido caracteristico.

O elevado numero de parceiras e menor idade na primeira relacdo sexual observado em
nossa pesquisa corrobora com os achados de Vieira et al (2020), que relaciona a presenca de
HPV com essas varidveis e verificou a frequéncia de mais que 6 parceiras; a relagdo sexual
antes dos 17 anos de idade foi elevada em individuos acometidos por cancer de pénis, fatores
gue podem colaborar com aumento da frequéncia de HPV e adicionado a isso, individuos
sexualmente ativos ha mais tempo aumentam sua vulnerabilidade de infec¢do ao HPV de 15%
a 25% a cada nova parceria sexual, que por sua vez € altamente relacionada a ocorréncia de
cancer de pénis (BRASIL, 2020).

A maior parte populacéo total do estudo apresentou coilocitose a microscopia e HPV
positivo, destes, a maioria demonstrou Infeccdo simples ou multipla (somente 3) para o0 HPV.
Resultados superior ao observado em IARC (1995), que avaliou o risco carcinogénico para
humanos causado pela infeccdo por HPV, aproximadamente 40,0%, sendo inferido que a
proporcdo da doenca vem aumentando com o passar das décadas. Conforme a metanélise de
Flaherty et al., (2014), esse percentual varia conforme estudos, 0 DNA do HPV foi detectado
entre 14% e 100% dos carcinomas penianos invasivos da literatura analisada. Diferente de nossa
pesquisa, um percentual inferior foi observado no estudo de Koifman et al., (2011), que buscou
determinar caracteristicas epidemioldgicas do cancer de pénis no Rio de Janeiro, a prevaléncia
de coilocitose foi de 53,9%, porém o autor concluiu que ndo foi possivel determinar a
prevaléncia da infecgdo pelo HPV com baseado na presenca de coilocitose.

Nossos achados sdo elevados, porém como os de Belfort (2017), que observou
prevaléncia de 94,0% dos pacientes avaliados HPV, estudo também realizado com laminas e
blocos de parafina no estado do Maranh&o, porém foram inseridos na pesquisa a analise com
mostras frescas, o que pode influenciar na disponibilidade de material para analise, contribuindo
para um maior percentual de deteccdo. Esses dados, assim como 0s nossos, S&0 superiores aos
de Vieira (2020), onde 55,0% dos casos foram infectados por HPV no estudo prospectivo,

também realizado no estado do Maranhdo. Sugere-se que existe grande variabilidade da
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deteccdo no decorrer dos ultimos anos no estado.

A pesquisa de Teixeira Junior (2021), com base de dados semelhante a nossa, verificou
menor prevaléncia (67,1%) de deteccdo positiva pra HPV que em relacdo ao nosso estudo,
diferindo também em relacdo a presenca de coilocitose, identificadas em 88,4% dos casos
avaliados, resultado superior aos nossos achados, embora subtipo usual tenha apresentado
maior percentual desse dado. As diferencas entre os estudos podem ter relacdo com o nimero
de participantes que receberam a analise para esses dados, e embora tenha maior nimero de
pacientes com essa avaliagdo (79) que em nosso estudo, nossa pesquisa adicionou 27 pacientes
a partir de 2020.

Dessa forma, a infeccdo por HPV tem relacdo com cancer de cérvix, vulva, anus e
orofaringe, e a infecgdo com o cancer de pénis ainda ndo é clara (AKAGI et al., 2014; GAO e
SMITH, 2016). Para Afonso et al. (2017), a associagéo entre o cancer de pénis e a infeccdo por
HPV é comprovada devido a frequéncia de detec¢do do virus em individuos acometidos pela
doenca e, segundo Pastrez et al., (2017), que investigou a prevaléncia do HPV e caracterizou a
expressdo de marcadores substitutos da infeccdo pelo HPV em carcinoma de células escamosas
de es6fago, essa associacao pode ser resultante da interacdo de oncoproteinas com as células

hospedeira levando a disfuncéo do ciclo celular e desencadeamento da tumorigénese.

Em dois estudos realizados no Rio de Janeiro a prevaléncia variou de 60,7 a 75,0%,
sendo o subtipo 16 o mais frequente (SCHEINER et al., 2008; AFONSO et al., 2012). No estudo
de Sousa et al., (2015), a prevaléncia de HPV foi de 63,15%, mais frequente os subtipos 16, 18,
45 e 69. Essa variacdo entre os estudos pode ser resultado das diferencas nos métodos usados
de deteccdo do DNA, armazenamento de tecido tumoral, fresco ou embebido em parafina, e a
inclusdo de tumores com diversos subtipos histologicos, com relac6es diferentes com o HPV
(FLAHERTY etal., 2014).

Em nossa pesquisa, observou-se na populacéo total predominancia de baixa expressdo
do ki67, negatividade de p16 e p53, que pode ter sofrido influéncia de elementos pré-analiticos
ndo possiveis de intervencdo, como tempo de isquemia fria, fixagdo com conservantes mais
acidos, assim como, pdés-analiticos como acondicionamento em ambiente muito umido que
suscita crescimento fungico e comprometimento do tecido emblocado em parafina (YILDIZ-
AKTAS et al., 2012; KHOURY, T 2018; MULLER K et al., 2011).
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Levando em conta que a expressdo de pl6 mostrou estar associada a um melhor
prognostico, conforme sugerido por Gunia et al., (2012), neste item, o grupo usual com areas
de aspecto basaloide demonstraria melhores resultados em relagdo ao grupo usual sem &reas de
aspecto basaloide, porém, Lobato (2011) refere que p16 é geralmente superexpressa no epitélio
displasico e que as lesdes intraepiteliais de alto grau exibem forte e ampla expressédo para essa
proteina, da mesma forma, Ki-67 tem sido sugerido como importante marcador de proliferacéo
celular no estudo de tumores humanos, assim, essa mesma linha, o autor afirma que a expresséo
negativa para p16 poderia estar presente na infec¢do por HPVs de baixo risco ou a expresséo
seria muito baixa ou até mesmo nula na presenca infeccdo, o que foi observado em nossos
achados (dados nédo tabelados). Essa divergéncia dos estudos sobre a utilizacdo como
marcadores e ainda como fatores prognosticos, pode estar relacionada a diferentes protocolos
de coletas de amostras, no diagndstico precoce da infec¢do pelo HPV, como observado no
estudo de Martins (2019), onde a superexpressao de p16INK4a foi observada apenas no HR-
HPV 16, sendo que foram diagnosticados HPV 6, 11, 42, 51, 53, 68 e 44/55, 0 que pode também
indicar diferencas entre positividade e negatividade desse marcador conforme a genotipagem

do virus.

Em tempo Campos (2018), existe associacdo estatisticamente significativa entre o
aumento da expressdo do p53 e a maior ocorréncia de recidivas, o que traz implicagdes no
prognostico da doenca, embora a expressao do p53 e do Ki67 ndo tenham influenciado, na
sobrevida global ou a ocorréncia de metastases linfonodais. No entanto, como sugerido por
Kandoth et al. (2013), existe relacdo sua expressdo e piores indicadores, como estadiamento e
sobrevida de tumores, sendo referida por Lopes et al., (2002) sua relagdo com maior risco de

metéstases linfonodais e apresenta pior curso clinico nessa populagéo.

Martins (2018), que analisou o perfil imuno-histoquimico da proteina p16 associados a
fatores histoldgicos e ao HPV no cancer de pénis, encontrou em sua pesquisa prevaléncia de
homens casados (80,0%) em Séao Luis, Maranh&o, dados que superiores aos achados de Miranda
(2018), que identificou 43,6% de homens casados diagnosticados com cancer de pénis no Brasil
e de Antiqueira (2020), que observou a frequéncia de 44,3% de casados no estado do Mato

grosso.

Outro fator observado por Daling, et al. (2005) foi resultado da regressao logistica
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univariada mostrou que pacientes com fimose tiveram 11 vezes mais chance de superexpresséo
de p16, e de forma ampla, a fimose associada a ma higiene intima, consequente proliferagdo de

esmegma, resultando, por sua vez, em lesdes com potencial oncogénico (KORKES et al., 2020).

O presente estudo demonstrou que a ferida é o primeiro e principal sinal clpinico
percebido pelo paciente. Assim como Campos (2018) observou uma maior queixa de seus
avaliados referente a presenca de feridas, e também no estudo de Guidoni (2019), que,

majoritariamente, foi referida.

O estudo de Teixeira Junior (2021), observou predominio de lesbes entre 5 e 10 cm, o
que divergiu de nossos achados, onde o tamanho da lesdo predominou de 2 a 5 cm. O tamanho
tumoral (> 3,0 cm), conforme metanalise realizada em 2019, com 25 estudos e 2.680 pacientes
com cancer de pénis, de Hu et al. (2019), foi reportado como fator preditor significativo de
metéstase linfonodal em 4 estudos.

O cancer de pénis conforme observado na literatura, inicia-se na glande e pode estender-
se no prepucio e corpo do pénis, podendo invadir corpos esponjoso e cavernoso além da uretra
a partir da infiltracdo linfocitaria, se ndo tratado (SUFRIN; HUBEN 1987; POMPEO et al.
2006), e, levando isso em conta, observa-se que em nossa amostra, 0 grupo usual com areas de
aspecto basaloide apresenta piores indicativos de para esse tipo de infiltracdo, o que pode levar

a um pior prognostico.

A penectomia parcial foi realizada na maioria dos individuos de nosso estudo, propor¢édo
superior a outras regides brasileiras, onde prevaleceram penectomia total (80,9%-93,1%). E
corroborando com nossos achados, na pesquisa de Campos (2018) também predominou a
penectomia parcial, prevaléncia de grau de diferenciacdo G2 e G3, porém observou uma
frequéncia inferior em relacdo a presenca de metastase linfonodal. Os dados sao similares ao
estudo de Guidoni (2019), que observou prevaléncia de penectomia parcial e localizacdo da
lesdo em glande, como em nossos achados, porém baixa ocorréncia de metéstases linfonodais
e predominio de diferenciacdo G3. Dados semelhantes ao estudo de Vieira (2020), onde
prevaleceram lesdes na glande (47,0%), com tamanho médio de 4,5 cm de diametro,
penectomia parcial (64%) e graus histologicos Il e 111 predominantemente (87,0%) e aos de
Pettaway (2021), com o acometimento do Cancer de Pénis principalmente na glande. Estes
estudos e nossa pesquisa divergem de Belfort (2017), que observou lesdes ndo focalizadas na

glande e de G2 de diferenciacdo. Os dados podem divergir devido ao objetivo central da
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pesquisa, com foco em fatores genéticos, sendo a amostra menor que 0s estudos comparados.
Porém grande parte dos estudos corroboram com Cubilla (2009), onde predomina leséo na
glande em 48,0% dos casos de Cancer de Pénis, seguido do preptcio (21,0%) e em ambas as
areas (9,0%).

O grau tumoral vem sendo referido como fator preditivo de metéstase linfonodal e pior
prognostico no cancer de pénis Marques (2020). Estudo brasileiro que buscou avaliar o
prognostico de pacientes com cancer de pénis e a relacgdo com a grau histoldgico,
acompanhando 163 pacientes por trés ou mais anos, demonstrou que o Grau 3 foi o principal
fator progndstico independente de sobrevida cancer especifica (AITA et al. 2016). Da mesma
forma como observado por Hu et al. (2019) em sua metanalise, onde 38,0% dos individuos
apresentaram tumores Grau 1 e 62,0% tumores Grau 2 e 3 e evidenciou que os dois ultimos
foram preditores de metéstase linfonodal, tanto em analise univariavel, quanto multivariavel.
Nesse sentido, 0 nosso trabalho pode relacionar que, assim como a apresentacdo fusocelular
(sarcomatoide) das células do CEC, o aspecto basaloide, elevou o grau tumoral (G3) o que pode
justificar a diminuicdo do tempo livre de doenca, comparado ao grupo sem areas de aspecto

basaloide.

Couto et al. (2014) constatou em seu estudo que 86,4% dos pacientes com Cancer de
Pénis apresentou estagio Tl e TII, assim como no estudo de Teixeira Junior (2021), onde esses
estagios atingiram 81,0% da sua amostra, estagios que predominaram no grupo usual sem areas
de aspecto basaloide em nossos achados, em contrapartida os dados de Antiqueira (2020)
predominaram 91,8% dos estadiamentos do estadgio TIIlI, que em nossa pesquisa foi
predominante no grupo usual com areas de aspecto basaloide, o que pode indicar elevado atraso

no diagndstico para essa populacao.

A presenca de metastase linfonodal foi observada em grande parte da amostra em nosso
estudo e mais predominantemente no grupo usual com areas de aspecto basaloide, como
verificado no estudo de Teixeira Junior (2021), que realizou a pesquisa com um banco de dados
similar ao nosso, porém com a pesquisa restrita até o ano de 2019 e com outros subtipos

histoldgicos predominante Condilomatoso.

Metéstase linfonodal é determinante da disseminacdo no carcinoma de pénis,
considerada principal fator prognostico nesse tipo de cancer segundo Couto et al. (2014),

aproximadamente 31,9% dos cacos de CaPe apresentaram metastase linfonodal unilateral ou
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bilateral. Segundo SHAH (2016), que objetivou descobrir a relagdo de varios fatores
prognosticos do carcinoma de pénis com os varios desfechos, observou que o comprometimento
dos linfonodos foi fator prognostico importante, uma vez que, a sobrevida livre da doenca

diminui com o acometimento linfonodal e para casos negativos € de cinco anos.

Em nosso estudo, na populacdo total, observou-se auséncia de invasdo angio-linfatica e
de comprometimento dos corpos cavernosos, presenca de invasdo perineural, de
comprometimento de corpo esponjoso uretral, associacdo com carcinoma in situ e infiltrado
linfocitario. No entanto, maior prevaléncia de padrdo expansivo de invasdo tecidual, presenca
de invasdo angio-linfatica e perineural, comprometimento de corpo esponjoso, uretral e tlnica
da albuginea, aléem de associacdo com carcinoma in situ, foi visto no grupo usual com areas de
aspecto basaloide e o grupo usual sem areas de aspecto basaloide demonstrou menores
percentuais para essas variaveis, dessa forma, o grupo usual com areas de aspecto basaloide
apresentou piores caracteristicas de nivel invasdo tecidual quando relacionado ao grupo usual

sem areas de aspecto basaloide e a literatura.

No estudo de Teixeira Janior (2021), seus achados demonstraram auséncia de invasao
angio-linfatica e perineural, dados que corroboram com os resultados do grupo usual sem areas
de aspecto basaloide, uma vez que o grupo usual com areas de aspecto basaloide apresentou
predominancia dessas caracteristicas em nossa pesquisa. Assim, sabe-se que invasdo angio-
linfatica e perineural estdo diretamente relacionados a um pior prognéstico e sobrevida
diminuida (COELHO et al., 2018) e a invasao perineural esta relacionada ao comportamento
biolégico do tumor (VELAZQUEZ et al., 2008; CUBILLA, 2009).

A metanalise de Hu et al. (2019) concluiu que a presenca invasdo perineural, volume
tumoral, invasdo angio-linfatica, profundidade da invasdo tumoral, invasdo de uretra e corpo
cavernoso, aumenta o risco de metastase linfonodal. Dessa forma, percebe-se que a extensdo
linfonodal é um fator preditivo importante para sobrevida (POMPEO et al., 2010), e ainda
presenca ou auséncia da invaséo perineural deve ser referida na anatomopatologia, pois é um

considerado um parédmetro prognostico para metastase inguinal (ERBERSDOBLER, 2016).

Além da invasdo angio-linfatica e perineural, os fatores prognosticos relacionados a
sobrevida € a presenca de metastase linfonodal e a extensdo extranodal (LEONE et al., 2017),
sua presenca ocorre entre 0s pacientes com linfonodos comprometidos, caracteristica de pior
prognostico (CHIPOLLINI et al., 2017).
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Nossa pesquisa verificou predominancia do tumor primério tipo pT3, como observado
no estudo de Teixeira Janior (2021), similar em relacdo a predominancia de tumor primario
pT3 (56,0%), contudo ha baixa possibilidade de avaliacdo dos linfonodos pela nao-
linfadenectomia (pNx 88,0%), ou ndo-informacéao sobre metastase a distancia (pMx 96,0%), o
que indica uma certa homogeneidade, nesse quesito, levando em conta a inclusdo de apenas 2

anos de seguimento em nossa avaliacéo.

Na analise de Sobrevida Livre da Doenca (SLD) nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, apesar da sobrevida livre da doenca, o grupo usual com areas de
aspecto basaloide ter mostrado menor amplitude em relagdo ao grupo usual sem &reas de
aspecto basaloide. 1sso pode ser justificado devido ao fato que o grupo usual com areas de
aspecto basaloide ser de alto grau histologico (G3) e ter apresentado maior percentual
comprometimento vascular e de camadas mais profundas (corpos cavernosos), que s&o
marcadores morfoldgicos de maior agressividade tumoral, como visto no estudo de Aita et al.
(2014), que buscou identificar fatores progndsticos para recidiva, progressdo e morte pela
doenca com e sem linfadenectomia inguinal, relacionou ao grau de diferenciacdo tumoral,
segundo Cunha (2017), avaliando a frequéncia de mutacdes dos genes KRAS, BRAF e EGFR
em cancer de pénis em uma populacdo do nordeste do Brasil, relacionou ao envolvimento
linfonodal. No estudo de Guidoni (2019) foi a sobrevida global ao cancer foi relacionada ao
padrdo de crescimento tumoral, grau de diferenciacdo histologica, infiltracdo de corpos
cavernosos, invasdo angiolinfatica, invasao perineural, espessura tumoral, estadiamento pT e

metéastase linfonodal.

Neste ponto, podemos considerar uma limitacdo do nosso estudo € relativa ao caréater
retrospectivo da avaliacdo dos dados, sendo utilizados dados registrados em prontudrios, o que
trouxe perda de algumas informaces e limitagcdo no nimero de casos, uma vez que houve ainda
perdas de amostras de tecidos relacionada as laminas arquivadas para fechamento do
diagnostico do CEC Usual. A falta de registro de diversos dados impediu uma melhor
compreensdo de fatores de risco associado ao CEC de pénis, sendo observada elevada perda de
informacdes e por se tratar de uma pesquisa retrospectiva, foi impossibilitada a recuperacéo de
dados. Outra limitacéo é relacionada a dificuldade de atualizagéo do banco de dados em relagdo
ao Obito dos pacientes, cujos prontuarios ndo sdo inseridos no sistema, bem como a baixa
amostragem dos tumores em alguns casos, que pode ter limitado a classificagdo mais adequada
do subtipo dos CECs.
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5 CONCLUSOES

Este estudo retroativo se propds a observar a presenca de areas de aspecto basaloide na
variante usual do CEC de pénis, buscando caracterizar o perfil sociodemogréfico,
histopatoldgico, imunohistoquimico (p-16,p53 e ki67) e presenca de HPV, bem como avaliar
sua relacdo com agressividade tumoral. No entanto, os resultados ndo foram estatisticamente
significativos, apesar do grupo ter mostrado maior percentual de achados ditos de maior

agressividade como comprometimento vascular, de corpos cavernosos e linfonodal.

E essencial novos estudos, preferencialmente, de forma prospectiva que analisem os
fatores associados a ocorréncia de CEC de pénis, a fim de definir uma conduta prognostica
padronizada e efetiva na prevencdo de recidivas e com impacto na sobrevida, bem como
proporcionar tratamento menos invasivo com objetivo de manter a funcéo sexual e qualidade

de vida dos pacientes.
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Abstract

Penile cancer (PC) is a neoplasm with variable incidence depending on geographic location. It has
greater prevalence in underdeveloped countries and, particularly, in the poorer regions of Brazil.
Because PC affects socially disadvantaged populations in underdeveloped countries, advancements in
clinical management and treatment are needed. The presence and extent of inguinal lymph node
metastasis are the most important prognostic factors in PC. Lymphadenectomy can interrupt disease
progression and promote cure. However, lymphadenectomy has a high rate of short- and long-term
complications, and current clinical and radiological evaluations are insufficient to detect metastasis. In
high-incidence areas, prophylactic lymphadenectomy is a viable option for patients at high risk of
metastasis who are unable to complete medical follow-up. Researchers have explored the ability of
several histological factors to safely predict the occurrence of metastasis in inguinal lymph nodes. The
aim of this study was to provide pathologists, oncologists, and urologists with a review of the main
histopathological parameters that should be considered when deciding whether to perform
lymphadenectomy based on literature review and some personal observations from the experience of

the region with the highest incidence of PC worldwide.

Keyword: lymphadenectomy, histological factors, lymph node metastasis, prognostic factor, penile

cancer

Introduction
Penile cancer (PC) is a neoplasm with variable incidence depending on geographic location,

with higher prevalence in underdeveloped countries when compared with the first world (1). Moreover,
the poorest regions of Brazil have the highest incidence of PC, according to the literature (2,3). Because
PC mainly affects a socially disadvantaged population from underdeveloped countries, knowledge of its
pathology, clinical management, and treatment is still limited. However, it has been revealed that the
presence and extent of inguinal lymph node metastasis are the most important prognostic factors of PC
(4,5).

PC often metastasizes first to the superficial inguinal lymph nodes, then extends to the deeper nodes,

and, finally, to the iliac lymph nodes (6). Lymphadenectomy can interrupt this process and acts as a
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curative treatment for PC. Moreover, recent studies have revealed better survival outcomes in patients
with microscopic metastases who undergo prophylactic inguinal lymphadenectomy (IL) compared with
those whose physical examination initially showed no metastasis to the lymph nodes but who later had
recurrent disease (7-11). Clinical and radiological assessments are insufficient to detect early lymph
node metastasis. Therefore, prophylactic lymphadenectomy is a viable procedure for selected patients
at high risk of metastasis. Although, IL has a high rate of short- and long-term complications.
Accordingly, several histological factors have been explored with regard to their potential to
reliably predict the occurrence of metastasis in inguinal lymph nodes. This study aims to provide
pathologists, oncologists, and urologists with a review of the main histopathological parameters that
should be considered when deciding to perform lymphadenectomy, along with observations from the
region with the highest incidence of PC worldwide (2).
Histological type
Squamous cell carcinoma (SCC) makes up 95% of PCs. The remaining 5% are classified as sarcoma
(leiomyosarcoma, Kaposi's sarcoma, angiosarcoma, rhabdomyosarcoma, epithelioid sarcoma, and
Ewing's sarcoma), melanoma, adenocarcinoma, or sebaceous carcinoma) (12). Although there is less
evidence to support the use of lymphadenectomy in these other neoplasms, aggressive approaches
should be considered in appropriate patients. Furthermore, it is important to consider tumor stage and
nodal status when predicting the outcome of patients with non-SCC neoplasms (13).
In cases of penile melanoma, sentinel lymph node evaluation is similar to the established protocol for
melanoma in other sites (14). Penile sebaceous carcinoma has a strong tendency to metastasize to
regional lymph nodes; thus, it is usually treated with wide local excision and regional lymphadenectomy.
Regional lymphadenectomy is performed only if clinically significant nodes are found. In one study,
three of five patients with sebaceous carcinoma presented with bilateral palpable inguinal lymph nodes
and underwent inguinal lymphadenectomy. In two of these three patients, biopsy revealed nodal
metastasis (15).

Histological subtype
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Penile SCC is classified into several subtypes that demonstrate varying rates of inguinal lymph

node involvement and survival. The most recent WHO classification divided SCC into two categories:
HPV-associated and non-HPV-associated SCC (16). Unlike in SCC of the head and neck, the presence
of HPV in penile SCC does not necessarily dictate prognosis or therapeutic approach. Thus, classifying
tumors as HPV+ or HPV- may not be as useful as grouping them into histological subtypes of low risk
or high risk for developing lymph node metastasis.
The frequency of SCC subtypes varies according to geographic location. In northeastern Brazil, HPV
was detected in up to 89.1% of penile SCC cases (17), a rate higher than that seen in other regions,
which have a prevalence ranging range from 1.3-72.9%. In our previous study, we showed many HPV-
associated subtypes, differing from other regions, characterized by a large predominance of the usual
variant (HPV-) (18).

Given the importance of the SCC histological subtype, it is vital that adequate tissue
representation is used in macroscopy for the correct subclassification of these tumors. This is especially
true for regions of high incidence, where patients seek medical assistence at a very advanced stage, with
an average of almost thow years after first signs of the disease and with large tumors measuring about
4.5 cm (3). In this cases, more than one pattern is often observed under macroscopy and microscopy,
and each of them may have different degrees of differentiation and a different prognostic profile,
considering the high frequency of mixed subtypes in our cases, particularly in advanced tumors. Given
these peculiarities regarding morphological criteria, we recommend that the same professional conduct
all diagnostic steps, from macroscopy to microscopy. In the next section, we group the subtypes based
on the risk of developing lymph node metastasis.

Low-risk group

In this section, we group the PC subtypes according to the risk of developing lymph node
metastasis. Verruciform neoplasms make up one class of PC that is at low risk of metastasis, regardless
of presence or absence of HPV. The prototype of this exophytic pattern is verrucous carcinoma, an HPV-
in-situ neoplasm that is rarely invasive. Therefore, in-situ tumors and verrucous SCC are not

recommended for IL, even when there is clinical suspicion of nodal involvement. In fact, there are no
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reports of metastasis in patients with these tumors. Usually, antibiotic treatment is initiated for enlarged
nodules, and the nodule is excised if enlargement persists (19). Other subtypes of verruciform carcinoma
that are not associated with HPV and exhibit low rates of lymph node metastasis include
pseudohyperplastic, papillary, and cuniculatum SCC.

Condylomatous carcinoma is a form of verruciform carcinoma that is associated with HPV and
demonstrates a low rate of inguinal metastasis of approximately 17% (20). Nevertheless, more advanced
tumors with a higher level of infiltration are more likely to lead to lymph node metastasis. In our country,
where the neoplasm is diagnosed after two years of disease progression, the lesions are large, often
forming part of a mixed-pattern neoplasm, especially with the usual type. In these cases, the patient
faces a less favorable prognosis, usually with a more aggressive carcinoma component.

High-risk group

We classified tumors as high-risk if they demonstrated a risk of lymph node metastasis at
diagnosis of greater than 50%. Like low-risk tumors, there are representatives of both HPV+ and HPV-
tumors in this category. Non-HPV-associated subtypes include the usual (pattern solid),
pseudoglandular and sarcomatoid, showing a risk of nodal involvement above 85% (22).

Among the subtypes associated with HPV are basaloid, clear cell, and mixed forms of SCC such
as warty-basaloid. The risk of lymph node metastasis in these subtypes ranges from 50% to 66% in
basaloid SCC to 100% in clear cell SCC (21). Other HPV+ forms of PC, such as lymphoepithelioma-
like and medullary cancer, are high-grade neoplasms rich in inflammatory cells, but their prognosis has
not yet been established.

Hybrid, warty-basaloid, and papillary-basaloid carcinomas should be further evaluated
according to the percentage of the highest risk component. Thus, the tissues of the lesions should be
accurately represented and observed to detect different subtypes. At our institution, lesions are well
represented, with those smaller than 3.0 cm being fully represented, and the larger lesions being prepared
with at least 30 blocks of paraffin.

Histological grade
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Tumor histological grade is the most important prognostic factor in PC patients with clinically
negative lymph nodes that do not undergo regional lymphadenectomy (23). The National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) and the European Urological Association (EUA) have
published guidelines on the management of PC based on the histological grade and staging of the
primary tumor (pTNM, AJCC). In epithelial tumors, it is generally more difficult to define the
histological grade of squamous carcinomas than in adenocarcinomas. Moreover, classification criteria
vary according to the institution, resulting in high interobserver variability in the grading of PC (24).
Additionally, it is important to note that knowledge of SCC in other sites does not necessarily apply to
SCC of the penis.

The morphological features commonly used to assess SCC grade are keratinization; cell
atypia/anaplasia calculated by the nucleus to cytoplasm ratio; thickness of the cell membrane; nuclear
pleomorphism and chromatin pattern; pattern of tumor growth and expansion in nests, cords, solid
blocks, and detached cells; and presence of nucleolus, mitotic activity, intercellular bridges, and tumor
edge (25). Tumor grading was classified based on the following criteria: G1 - well-differentiated, tumors
with minimal changes and morphological proximity to a normal or hyperplastic epithelium, and atypia
in the most basal layer; G2 - moderately differentiated, tumors with alterations between G1 and G3; and
G3 - poorly differentiated, tumors with any percentage of cell anaplasia (6). This classification system
demonstrates the importance of accurate sampling to detect small areas of undifferentiated cells.

The risk of nodal involvement, as well as tumor invasiveness and aggressiveness increase with
histological grade. Specifically, nodal metastasis is found in approximately 8% of G1 tumors, 50% of
G2 tumors, and 60% of G3 tumors (26, 27).

Tumor location and measurement

The glans is the most frequent site of involvement in penile cancer, followed by the foreskin.
Tumors of the foreskin have a better prognosis than those of the glans because they are of a lower grade
and are more superficial than those of the glans, thus demonstrating less potential for nodal metastasis.

Although tumor size is not a good predictive factor for penile SCC, tumors 2—4 c¢cm in size are

more likely to be associated with nodal metastasis, in contrast to tumors smaller than 2 cm or larger than



76

4 cm. This is due to tumors with superficial dissemination (verruciforms) that reach large proportions
(28, 29).
Presence of koilocytosis/HPV

Koilocytosis is a morphological parameter indicative of the presence of HPV that should be
included in the histopathological report. Through polymerase chain reaction (PCR), HPV has been
identified as an important prognostic marker for penile neoplasia because of its tumorigenic pathway in
SCC and its occurrence in tumor tissues (30). At least two Brazilian studies have identified an
association between koilocytosis and a low incidence of lymph node metastasis (31, 32). However,
further research is warranted for confirmation.
Perineural invasion

Perineural invasion is characterized by infiltration of the clear space surrounding the nerve
bundle under the epineurium and should not be confused with the nerve trapped within the tumor mass.
The role of perineural invasion in PC is controversial. Some researchers have declared the presence of
perineural invasion to be associated with a high risk of inguinal lymph node metastasis in PC patients
(26, 33). Other, including studies from Brazil, have found different results (31, 33-35). In 2009, the
European Association of Urology (EAU) guidelines introduced perineural invasion as an important
prognostic factor to lymph node metastasis (36), although the same importance is not given to the 2014
EUA, 2017 National Comprehensive Cancer Network, or the 8" edition of the AJCC TNM staging
guidelines.
Lesion depth/tumor thickness

The depth of invasion and tumor thickness are often confused, and although they represent
different measurements, they have equivalent significance. The depth of invasion is measured from the
intact basement membrane of the tumor edge to the deepest tumor cell. Tumor thickness, in turn, is
measured from the top of the neoplasm to the deepest tumor cell. In exophytic and keratinizing lesions,
tumor thickness is measured from the surface, not including the keratin layer; in ulcerated lesions, tumor

thickness is measured from the surface of the ulcer (3, 4, 28).
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The mean thickness of neoplasia-free penile tissue to the lamina propria is 3 mm (T1), to the
corpus spongiosum is 5 mm (T2), and to the corpus cavernosum is 10 mm (T3). In the foreskin, the
thickness from the skin to the mucosa is approximately 10 mm (38).

Studies have shown a correlation between tumor thickness and lymph node metastasis index.
Additionally, higher tumor infiltration and histological grade are correlated with a greater likelihood of
lymph node metastasis. Thus, tumors with a thickness < 5 mm have a minimal risk of metastasis, those
with a thickness of 5-10 mm have an intermediate risk of metastasis, and those with a thickness > 10
mm have a high risk of metastasis (approximately 80-86%). Nevertheless, due to anatomical variation
in thickness, we believe TNM staging classification (based on anatomical structure) to be more efficient
in the assessment of depth of invasion than the measurement in millimeters (7).

Growth pattern and invasion front

Neoplasm growth patterns can be horizontal or vertical and correspond to the form of tumor
spread and the relationship with the host tissue. Some researchers have determined the vertical growth
pattern to be associated with a more unfavorable prognosis compared to the horizontal growth pattern
(39-40). Moreover, the horizontal growth pattern is typically found in exophytic verruciform tumors.

Recently, researchers have turned their attention to the assessment of the so-called “invasion
front” (38). Translocation of neoplastic cells is a well-known feature at the invasion front of malignant
tumors. The change in the phenotypic pattern of invasion with the absence of epithelial markers and the
presence of mesenchymal markers may be associated with invasion and lymph node involvement (41,
42). Unlike in colorectal and head and neck tumors, no studies have yet assessed tumor budding in PC.
Thus, future study of this topic is warranted.

Nomograms

Many nomograms have been created to predict lymph node metastasis (25, 43, 44). However,
the diverging importance of each individual histological parameter results in poor performance of the
combination of these parameters in nomograms. Another challenge of using these nomograms is the
lack of independent external verification and validation. Nomograms applied by different groups to the

same population did not obtain the same results (44—46).
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Ki67, p53, and p16

Ki67, p53, and pl16 have been evaluated as potential markers of prognosis and lymph node
metastasis in PC (47). Although p53 demonstrated the best predictive ability among the three
biomarkers, it was not shown to be better than that of other predictive factors, such as tumor stage, and
there are no consistent results concerning its use in the management of PC (48). Moreover, Brazilian
studies have found good results with the evaluation of p53 (49,50). report a strong association between
high Ki67 expression and lymph node metastasis in PC (51-52). Other studies have confirmed this
association (53, 54). Although the absence of p16 may be associated with poor survival, most studies
did not find an association between p16 and lymph node metastasis (17, 55, 56).

Immunohistochemical markers require further investigation as they are simple to employ and
are widely used. Moreover, in Brazil, the use of immunohistochemical markers is funded by the public
health system. Finally, it is noteworthy that the three markers listed above can be assessed in any basic
pathology laboratory. Our group will soon present the results of a study using these markers.
Conclusion

As yet, no definitive predictive marker of inguinal lymph node metastasis has been established.
There are many challenges to achieving this goal: the disease is most prevalent in regions with low
socioeconomic conditions, there is difficulty in standardizing the criteria for inguinal lymph node
metastasis, there is difficulty in accessing radiological exams and medical monitoring of patients, there
is varying prevalence of HPV and histological subtypes according to geographic location, there is
interobserver variation, and there is the need for extensive tissue sampling in advanced tumors.
However, several studies and international guidelines demonstrate that the strongest predictors of
inguinal lymph node metastasis are the stage of the primary tumor, the histological grade, and the
presence of angiolymphatic invasion.
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